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Seznam zkratek

ABTS - 2,2"-azinobis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)
ACHhE - acetylcholinesterasa

AMK — aminokyseliny

AN — Alzheimerova nemoc

AO — antioxidanty

BuChE — butyrylcholinesterasa

DNA — deoxyribonukleova kyselina
DTNB - 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
CNS — centralni nervovy systém

F-C ¢inidlo — Folin-Ciocalteu ¢inidlo
GSH-Px — glutathionperoxidasa

HEB — hematoencefalicka bariéra
MDA — malonaldehyd

RNS — reaktivni formy dusiku

ROS — reaktivni formy kysliku

SIA — sekvenéni injekéni analyza

SOD — superoxiddismutasa

T-AOC - celkova antioxidacni kapacita
TLC — tenkovrstva chromatografie

VR — volné radikaly

VMK - vys$§i mastné kyseliny
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1.Uvod

Houby (Fungi) tvofi samostatnou fiSi a lze je definovat jako eukaryotni,
stélkaté, jedno a mnohobunécné organismy [1]. Predstavuji skupinu s velkou
druhovou rozmanitosti. V jejich poc¢tu se dostupna literatura rizni, nc¢které zdroje
(napft. [2]) uvadéji kolem 100 000 raznych druht, jiné az 300 000 [1]. Obecné Ize
houby rozdé¢lit na makromycety (houby vytvarejici plodnice) a mikromycety, jez jsou
vlaknité (plisn€) nebo jednobunééné (kvasinky).

Makromycety maji plodnice vétsi jak 1 mm a ve vétSiné pripadd
se rozmnozuji pohlavné, zatimco vétSina mikromycet se rozmnozuje se v tzv.
imperfektni formé (asexudalni faze Zivotniho cyklu) [3].

Systematicky se fiSe hub rozdéluje na 4 oddé¢leni, a to Myxomycota,
Chytridyomycota, Oomycota a Eumycota [4].

Tato prace je zaméfena na testovani hub z oddéleni (Eumycota) — vlastni
houby — které jsou dle [5] rozdéleny na 4 riznd pododdéleni — Zygomycotina —
houby spdjivé, Ascomycotina — houby vieckovytrusné, Basidiomycotina — houby
stopkovytrusné a tzv. nedokonalé houby Deuteromycotina rozmnozujici se pouze
nepohlavné.

Houby se zatazuji mezi heterotrofni organismy. Na rozdil od zelenych rostlin
nejsou schopny fotosyntetické asimilace (neobsahuji chlorofyl), a proto pfijimaji
organické latky z t€l jinych organismii. Podle toho z jakych zdroji ziviny pfijimaji,
se houby d¢li na saprofytické, symbiotické a parazitické ([1], [6]).

Houbové metabolické pochody se vice podobaji metabolickym pochodiim
zivocichli nez rostlin [5]. U rostlin je hlavni zasobni latkou Skrob, transportnimi
latkami glukasa, sacharosa a fruktosa. Zatimco u hub jsou hlavnimi zasobnimi
latkami glykogen a tuky, transportnimi latkami cukerné alkoholy (mannitol
a arabitol), z disacharidii se jedna o trehalosy. Hlavni slozkou buné¢né stény hub
je chitin, ktery se vykytuje v zZivoc¢isné fisi, v rostlinné vSak chybi. Stejné tak je tomu
s bunécnym lysozymem, ktery obvykle neni v rostlinach obsazen ([7], [8]).

Dillezitym znakem hub, jimz se odliSuji od ostatnich organismd, je syntéza
aminokyseliny lysinu. Zatimco jiné organismy syntetizuji tuto aminokyselinu

ptes kyselinu diaminopimelinovou, vétSina hub ji syntetizuje ptes kyselinu -



aminoadipovou (vyjimku tvofi Oomycota) ([7], [8]). Tyto rozdilné metabolické cesty
v syntéze lysinu davaji za predpoklad, ze se houby od ostatnich eukaryotnich

organismu odd¢lily v ¢asném stadiu evoluce [1].

Vyznam hub pro ¢lovéka

Pro ¢lovéka ptredstavuji makromycety nejen zdroj potravy, ale také mohou
ovlivitovat jeho zdravi, v pozitivnim 1 negativnim slova smyslu. Mikromycety jsou
pro své metabolické pochody Siroce vyuzivany v potravinarském pramyslu.
Mikroskopické vlaknit¢é houby mohou byt pfic¢inou mykotickych onemocnéni,
mohou byt producenty pro lidsky organismus toxickych, potenciondlné
kancerogennich mykotoxinl. Na druhou stranu sehrdly vyznamnou ulohu v rozvoji
antibakteridlni 1écby objevem penicilinu, jenz byl izolovan z druhu Penicillinum
notatum. Tento objev stal za vyznamnym rozmachem farmaceutického pramyslu [7].

Krom¢ antibakterialniho Gc¢inku byly u nékterych druhd hub zjistény ucinky
antivirové, antimykotické a antiparazitické. Né&které dokonce zabranuji vzniku
a narlstu tumort, alergiim, zanétlivym procesim, sklerotickym pochodiim v cévéch,
dale podporuji schopnost snizovat hladinu krevniho cukru, chrani jaterni buiiky pied
poskozenim nebo posiluji imunitni systém [9]. Rada t&chto piiznivych uéinkd tésné
souvisi s antioxida¢ni aktivitou (schopnosti vychytavat volné radikaly) sekundarnich
metaboliti (chemické substance obsazené v télech hub) nékterych druht.

Volné radikaly se podili na rozvoji nemoci, jako je infarkt myokardu,
revmatoidni artritida, diabetes, ateroskler6za, nadorova onemocnéni, onemocnéni
traviciho traktu, onemocnéni ledvin, ¢i neurodegenerativni onemocnéni, jakymi jsou
Parkinsonova a Alzheimerova choroba aj. ([10], [11]). Snahou védct je nalezeni
novych latek vykazujicich antioxidacni aktivitu, které by pfispély ke zpomaleni
rozvoje téchto onemocnéni. Konkrétné u Alzheimerovy choroby jsou antioxidanty
vyuzivany jako podptrna 1écba. U tohoto neurodegenarativniho onemocnéni jsou
v terapii bézné vyuZivana léCiva ze skupiny inhibitorli cholinesteras (galantamin,
rivastigmin, donepezil). Jedna se o latky s jednoznacné ovétenou ucinnosti.
S inhibici cholinesteras uzce souvisel vybér jednotlivych druht hub zkoumanych
v této praci. Jedna se o druhy ptibuzné rodu Cortinarius, u né¢hoz byla jiz v minulosti

zjiSténa inhibicni aktivita vii¢i cholinesterasam. Je moZzno tedy (alespont hypoteticky)



predpokladat, ze by piibuzné druhy rodu Cortinarius mohly obsahovat latky
s inhibi¢ni aktivitou cholinesteras. S inhibi¢ni aktivitou vi¢i cholinesterasam
je spojovana pritomnost alkaloidu.

Alkaloidy mohou také stat za jedovatosti nékterych druht hub. Co se tyce
a siru obsahujicimi cyklickymi oligopeptidy s indolovym jadrem. Nékteré houby jsou
jedovaté v syrovém stavu, ale dostate¢nou tepelnou upravou se toxické latky
eliminuji. I jedlé houby se mohou stat toxickymi, jsou-li zkazené, zaparené, nebo

zadinaji-li hnit ([3], [4]).



2.Clil prace

Cilem této rigorézni prace je kvantifikovat antioxidacni aktivitu vodné-
ethanolovych extraktii hub pomoci testu zalozeného na redukci (odbarveni) ABTS™
radikalu antioxidantem s vyuzitim sekven¢ni injekéni analyzy (SIA).

Nasledné¢ je cilem stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek
v houbovych extraktech s vyuzitim Folin-Ciocalteu ¢inidla. Ugelem tohoto méfeni
bylo zjistit, zda existuje vztah mezi mnozstvim fenolickych latek a antioxida¢ni
aktivitou houbovych extrakti.

Dalsim z cilii je zjiSténi pfitomnosti alkaloidi v extraktech hub pomoci
tenkovrstvé chromatografie a kvantifikovat inhibicni aktivitu vodné-ethanolovych
houbovych extrakti vici erytrocytarni AChE a sérové BuChE s vyuzitim Ellmanovy

spektrofotometrické metody.
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3. Teoreticka Cast

Sledované¢ druhy hub se systematicky zatazuji do fadu Agaricales
(lupenotvaré), které patii do podtiidy Hymenomycetidae, tfidy Homobasidiomycetes,
pododdéleni Basidiomycotina. Pododdéleni Basidiomycotina (stopkovytrusé houby)

jsou zafazeny do oddé€leni Eumycota — vlastni houby [5].

3.1. Charakteristika Fadu Agaricales a jeho vybranych ¢eledi

Rad Agaricales ma plodnice pevné masité nebo §tavnaté, vétsinou rozlisené
v klobouk a tien, jenz mize byt redukovan, takze ptiseda plodnice piimo k substratu.
Hymenofor je lupenity, vzacné chybi nebo je nepravidelny. Pfi ¢lenéni na celedi
arody je vyznamnym znakem barva vytrusného prachu. Plodnice byva v mladi
zahalena obalem (velem), ktery zanechava na jejim povrchu rizné zbytky (utrzky na
klobouku, vldkna nebo Supiny na tfeni, pochvu naspodu tfené apod.). VétSinou
se jedna o saprofyty na rostlinnych zbytcich, slabé parazity nebo mykorhizni houby.
Lupenaté houby se d€li do 11 celedi ([5], [6]). Pfedmétem zdjmu této prace jsou
druhy hub, jenz patii do celedi Tricholomataceae (CirGvkovité), Bolbitiaceae
(slzecnikovité) a Cortinariaceae (pavucincovité).

Tricholomataceae je jedna z nejvétSich celedi lupenatych hub. Zahrnuje druhy
riznych velikosti, s velem nebo bez ného, s duzninou masitou az vldknitou,
s centralnim nebo postrannim tfeném, s lupeny k tfeni pfirostlymi az dlouze
sbihavymi. Vytrusny prach je bily nebo naZloutly, ojedinéle nafialovély nebo rizovy.
Vytrusy jsou amyloidni, zfidka cyanofilni, hladké nebo ornamentové. Vétsina druhti
jsou saprofyté, rozkladajici odumftelé dievo nebo listovy odpad ([6], [12]).

Bolbitiaceae jsou drobné&jsi a Casto tence masité houby s centralnim tfeném.
Lupeny jsou tenké, vysoké, k tfeni pfirostlé, trama lupent je pravidelnd, vytrusny
prach rezavé hnédy, rezavé okrovy az tmaveé hnédy. Vytrusy jsou hladké. Pokozka
klobouku je slozend z okrouhlych az hruskovitych bunck, Casto jsou vyvinuté
cheilocystidy charakteristického tvaru [6].

Celed’ Cortinariaceae se nejvice podoba ¢irtivkovitym a jsou také druhou

NS4

vytrusného prachu, ktery miva nejriznéjsi odstiny hnédé nebo rezavé, jen vyjimecné
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je bily. Vytrusy jsou c¢asto ornamentované, bradavcité, vétSinou bez viditelného
klicniho poru, pokozka klobouku je sloZena zradidlné uspotfaddanych hyf, trama
lupenti je regularni. Plachetka je vyvinuta nebo chybi, zdvoj byva obvykle ptfitomen
v podobé kortiny. Casto jsou vyvinuty cystidy. Druhy této &eledi rostou asto

na dfevu, humusu, v mechu [6].

3.1.1. Systematické zarazeni sledovanych taxoni (podle [5])
Rise: Fungi (houby)
Oddéleni:  Eumycota (vlastni houby)
Pododdéleni: Basidiomycotina (houby stopkovytrusé)
Trida: Homobasidiomycetes

Podttida: Hymenomycetidae (houby rouskaté)

Rad: Agaricales (lupenotvaré)
Celed: Tricholomateceae (CirGvkovité)
Druh: Mycena epipterygia (Scop) Fr. (helmovka slizka)

Mycena galericulata (Scop) Fr. (helmovka tuhonoha)
Mycena pura (Pers.:Fr.) (helmovka fedkvickovita)
Mycena rosea (Bull.) (helmovka rizova)

Mycena tintinnabulum (Fr.) Quél. (helmovka patfezova)

Celed”: Bolbiticiaceae (slze¢nikovité)
Druh: Agrocybe molesta (Lasch) Sing. (polnicka tuhd)
Agrocybe praecox (Pers.:Fr.) (polni¢ka rand)
Celed: Cortinariaceae (pavuéincovité)
Druh: Dermocybe cinnamomeobadia (R.Hry.) Mos. (koZnatka rumélkova)

Dermocybe semisanguinea (R.Hry.) Mos. (koznatka polokrvava)
Gymnopilus sapineus (Fr.) R Maire (Supinovka jedlova)

Inocybe erubescens Blytt (vlaknice zacervenald)

Inocybe fastigiata (Schaeff.:Ex.Fr.) Quél. (vlaknice kuzelovita)
Inocybe fraudans (Britz.) Sacc. (vlaknice vonava)

Inocybe geophylla (Fr.:Fr.) Kummer (vlaknice zemni)

Rozites caperata (Pers.:Ex.Fr.) P. Karst.(sluka svraskala)
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3.1.2. Morfologicka charakteristika a vyskyt jednotlivych taxoni

Rod: Mycena (helmovka)
Druh: Mycena epipterygia (Scop.:Fr.) S.F.Gray. (helmovka slizka) (Obr. 1)

Obr. 1: Mycena epipteryia (Sc.:Fr.) S.F .Gry. (autor [13]).

Klobouk ma v priméru 1-2,5 cm. Tvar klobouku je zvoncovity,
se sloupnutelnou, rosolovitou pokozkou. Povrch klobouku je hladky, matny, za vlhka
leskly. Barvou olivové zluty az olivové hnédy s bélavym okrajem. Lupeny
obloukovité pfirostlé, kratce sbihavé, bilé¢ az bélave zluté. Kiehky tfen je zprvu cely
citronové zluty, pozdéji nahote bily a dole zluty. Je tak lepkavy, ze byva ¢asto pokryt
kousky rostlin. Duznina rezavéjici, moucné ving. Barva vytrusného prachu je bila.
Vytrusy amyloidni, bezbarvé, valcovité. Roste ve vlh¢ich lesich v jehli¢i a listi nebo

na travnatych mistech, ¢asto ve velkém poctu ([3], [6], [14]).

Druh: Mycena galericulata (Scop.:Fr.) Quél. (helmovka tuhonoh4) (Obr. 2)

Obr. 2: Mycena galericulataSco.:Fr.) Quél. (autor [13]).
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Klobouk je v priméru 2-5 cm Siroky, bélavé, Sedé nebo hnédavé barvy.
Tvar klobouku je =zvoncovity, kuzelovity, c¢asto snizkym tupym hrbolem,
pak rozlozeny, mnohdy vrasCity az ryhovany, pruzny, suchy. Lupeny jsou Siroké,
fidké, zoubkem sbihavé, bilé barvy, ve stafi Casto az nartzovélé, u klobouku
zebernaté. Ttren dlouhy, pruzny, duty, svétle Sedohnédy, dole bile vlasenity, jinak
lysy a hladky. Duznina tuhd, bélavé barvy, bez zdpachu, okurkové moucné chuti.
Vytrusny prach houby je bily. Jednotlivé vytrusy maji elipsoidni tvar, jsou bezbarvé,
amyloidni. Roste jednotlivé nebo v mensich trsech na pafezech, padlych kmenech
a zbytcich tlejiciho dieva listnacl, zifidka jehlicnant. Klobouky houby jsou jedlé.

Roste od kvétna az do prosince ([3], [6], [15]).

Druh: Mycena pura (Pers.:Fr.) Kummer (helmovka fedkvickovitd) (Obr. 3)

Obr. 3: Mycena pura (Pers.:Fr.) Kummer (autor [13]).

Klobouk je 2-6 cm S$iroky, vyklenuty, zahy ploSe rozloZeny, tence masity,
za vlhka riZzovy ¢i nafialov€ly, matny. Za sucha svétle riZzovy nebo nafialovély,
s lupeny az do stfedu prosvitavymi. Lupeny jsou pfirostlé, riZzové. Tren je tuhy,
pomérné tlusty a kratky, doli Casto rozsSifeny. Barva je svétle fialova, dole bile
plstnata. Duznina je nafialov¢la, siln€ fedkvickovité viin€ a podobné chuti. Vytrusny
prach houby je bily a vytrusy bezbarvé, elipsoidni. Druh se vyskytuje na spadaném
listi a jehlici v lesich listnatych (duby, buky) a jehlicnatych (smrky), hdjich
a na loukach. Nedoporucuje se sbirat pro moznost zamény s jedovatou helmovkou

rizovou. Roste v obdobi od kvétna do tijna ([3], [6], [12]).
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Druh: Mycena rosea (Bull.) Gramberg (helmovka rizova) (Obr. 4)

S

Obr. 4: Mycena rosea (Bull.) Gramberg (helmovka riizova) (autor Stanislav Jirasek,
in [16]).

Klobouk je polokulovity az kuzelovity nebo zvonovity, hladky, matny,
ryhovany, syt€¢ rtzovy nebo oranzovortizovy stmavym stiedem a piivéskatym
okrajem. Lupeny jsou sbihavé, rizové. Tien duty, hladky, svétle hnédy, nartzovély,
naspodu Zluty. Duznina je bild. Voni a chutnd rovnéz po tedkvickach. Roste hlavné
v listnatych lesich, ale miZeme ji najit rGst 1 na spadaném jehli¢i, zejména pak
v pudéach bohatych na vapno. Jedna se o jedovatou houbu. Jeji vyskyt Ize sledovat

od kvétna do fijna ([3], [6], [17]).

o b % N5

Obr. 5: Mycena tintinnabulum (Fr.) Quél. (autor [13]).

Klobouk byva polokulovity, pozdéji zvoncovity az Siroce kuzelovity,
na okrajich hladky mirn¢ lepkavy. Zpocatku bézovy, poté Sedohnédy az hnédocerny,

v mladi nékdy i1 solivovym nadechem. Lupeny jsou Siroce piipojené az kratce
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sbihavé, bélavé az naSedlé barvy, n€kdy slabé narizovélé. Tien je tuhy, bélavy,
hnédavy az tmavé Sedohnédy. Duznina ma slabou viini a sviravou az nahotklou chut'.
Roste od fijna do pocatku dubna v bohatych trsech na tlejicich patezech a lezicich

kmenech zejména listnatych stromt, vyjimecné jehlicnant ([15], [17]).

Rod: Agrocybe
Druh: Agrocybe molesta (Lasch) Sing. (polnic¢ka tuhd) (Obr. 6)
Synonymum: Agrocybe dura ([3])

Obr. 6: Agrocybe molesta (Las) Sing. (autor Miroslav unek, in [16]).

Polnicka tuhda ma sklenuty az plochy klobouk, matny, rozpukany,
slonovinové az smetanové zluty, se zbytky véla na okraji. Klobouk je hladky,
ale velmi casto praska vlivem suchého povétii, vzor prasklin pfipomind mozaiku.
Lupeny jsou pfirostlé, zpocatku svétle Zlutohnédé, v dospélosti nabyvaji
tmavohnédou barvu. Barva tfen¢ je bélava az bled¢ Zlutava s vlockatym prstenem.
Zabarveni duzniny je rovnéz bélavd. Vytrusy tabdkové hnédé. Chut houby
je nahotkla. Houbu muizeme najit na dievéném odpadu, nebo v travé pii cestach,
v parcich a sadech, v listnatych lesich a na loukach. Houba je jedla. Roste od léta

do konce podzimu ([3], [14]).
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Druh: Agrocybe praecox (Pers.:Fr.) Fayod (polnic¢ka rand) (Obr. 7)

Obr. 7: grobe recox (ers. :Fr.) Faod autor [13]).

Houba ma sklenuty, matny klobouk, zabarveny do smetanovo-okrova
az do bled¢ okrovo hnédé barvy. Za studena je odstin spiSe bélavy. Lupeny jsou
ptirostlé, bélavé, poté okrové az tmavohnédé. Tren je valcovity, na bazi ztlustly,
vlaknity, smetanovy az hnédavy s brzy pomijivym tenkoblannym prstenem. DuZnina
bila az smetanova. Chut i barva jsou moucné. Vyskytuje se hojné, obvykle
ve skupindch na dfevénych odstépcich v parcich, sadech, zahradach a v travé. Roste

na jate. Jedna se o jedlou houbu ([3], [18]).

Rod: Cortinarius

Podrod: Dermocybe

Druh: Dermocybe cinnamomeobadia (R.Hry.) Mos. (koZnatka skoticove
hnéda) (Obr. 8)

Synonymum: Cortinarius croceus (Schaeff.) Gray ( pavucinec Safranovy),

Obr. 8: Dermocybe cinnamomeobadia (R.Hry.) Mos. (autor Stanislav Jirasek, in

[16]).
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Plodnice ma zprvu kuzelovity az zvoncovity klobouk se Sirokym hrbolem.
Barva skoficové az temné Cervenohnéda, struktura vldknita. Lupeny v mladi nekdy
az oranzové se zlutym ostiim. Ttfent houby je valcovity, na vrcholu svétle az jasné
zluty, nize zlutavé hnédy, nekdy az okrov€é oranzovy s podélnymi cervené
az oranzov¢ rezavymi vlakny vela, na bazi hnédy. DuZznina je Zlutava. Viné plodnice
fedkvickova. Roste ne prili§ hojné v podmacenych smréinach i ve vlhéich mechatych

smrkovych a smrkoborovych lesich [18].

Druh: Dermocybe semisanguinea (Fr.) Mos. (koznatka polokrvava) (Obr. 9)

Synonymum: Cortinarius semisanguineus (Fr.) Gillet (pavucinec polokrvavy)

Obr. 9: Dermocybe semisangunea (Fr.) Mos. (autor [13]).

Klobouk je nizce vyklenuty az ploSe rozloZeny, tup€ hrbaty, matny, jemné
vlaknity. Barva olivové hnédéd az naCervenale hnéda. V mladi je klobouk na okraji
spojeny s tfeném nazloutlym zavojem. Lupeny jsou husté, krvavé cervené
az tmavocervené, prosvitavé. Tien je zlatozluty az okrovy. Duznina okrova.
Vytrusny prach houby je rezavy. Vytrusy elipsoidné vejcité, velmi jemné bradavcité,
rezavé hnédé. Roste ve vlhéich jehli¢natych lesich a pod bfizami. Vyskytuje

se v obdobi od ¢ervence do fijna ([3], [6]).
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Rod: Gymnopilus
. 10)

A A NS TR R S
Obr. 10: Gymnopilus sapineus (Fr.) R.Maire (autor Stanislav Jirasek, in [16]).

Klobouk je asi 3 — 8 cm Siroky, sklenuty, pak ploSe rozloZeny, hladky, nebo
drobn¢ Supinkaty, zlatozluty nebo zlutooranzovy az hnédozluty. Lupeny jsou
zlatozluté zabarveny. Tien je hnédy s bilymi Supinkami, svrchu zluty, na bazi bile
plstnaty. Jedna se o nejedlou houbu, jeji chut’' je nahotkld a viné siln€¢ nasladla.
Hojné se vyskytuje na kmenech a silnych vétvich listnatych stromt, ale také ji 1ze

nalézt na devé smrkii a borovic. Roste od ¢ervence do listopadu ([3], [17]).

Rod: Inocybe
Druh: Inocybe erubescens A. Blytt (vlaknice zacervenald) (Obr. 11)
Synonymum: Inocybe Patouillardii (vlaknice Patouilardova)

Obr. 11: Inocybe erubescens A. Blytt (autor Stanisav Jirasek, in [16]).

Cela plodnice je zprvu bila, pomackanim a staifim cihlové nebo rumélkove
cervend. Klobouk 3-8 cm Siroky, zpocatku kuzelovity, pozdéji zvoncovity a nakonec

plochy, paprs¢ité¢ vlaknité rozpukany, hedvabité¢ leskly. Lupeny mé bledé,
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pak naSedlé, nekdy cervené skvrnité, zoubkem pftirostlé, mirn¢ husté. Stejn¢ jako
pokozka klobouku se po pomackani zbarvuje do Cervena také bélava duznina.
Duznina voni po ovoci. Vytrusny prach houby je hnédy. Valcovity, vldknity tien
je zpocatku bélavy, pozd¢ji taktéz rizovy az cervena. Vlaknice zacervenala
je hojnym druhem vyskytujici se v listnatych lesich, ale také v parcich a zahradach
zejména na vapnitych pidach. Roste od kvétna do Cervence. Jedna se o prudce

jedovatou houbu ([6], [19]).

Druh: Inocybe fastigiata (Schaeff. ex Fr.) Quél. (vlaknice kuzelovitd)
(Obr. 12)
Synonymum: /nocybe rimosa (Bull.) P.Kumm (vldknice rozsedald)

. “:._’....
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Obr. 12: Inocybe fastigiata (Schaeff. ex Fr.) Quél. (autor Stanislav Jirasek, in [16]).

Siika klobouku je 3-7 cm, kuZelovity, nebo nize sklenuty s vyraznym
hrbolkem. Barva klobouku je svétle okrové zluty, zlutohnédy nebo hnédy, paprscité
vlaknity a rozpukany. Lupeny jsou husté, olivové zluté pak hnédavé, na ostii bélavé.
Tten vélcovity, bledé¢ hnédoZzluty, bily na vrcholku. DuZnina ma bilou barvu, pouze
nad lupeny svétle zlutou, s nevyraznym pachem a nepfijemnou chuti. Vyskytuje

se v listnatych i jehli¢natych lesich. Je prudce jedovata ([3], [6], [20]).
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Druh: Inocybe fraudans (Britz.) Sacc. (vldknice jable¢nd) (Obr. 13)

i;" ° W m v o
Obr. 13: Inocybe fraudans (Britz.) Sacc. (autor [13]).

Klobouk houby je 2-9 cm Siroky, kuzelovitého, zvoncovitého tvaru
s hrbolkem. V mladi bile zabarven, pokryty velem, pozd¢ji krémovy, oranzové hnédy
az hnédy. Lupeny jsou bélavé, pozdéji zlutoSedé az zlutohnéd¢, s vlockatym belavym
ostfim. Tten vélcovity, na vrcholu chlupaty, jinde vlaknity, bélavy, od baze svétle
zlutohnédy az oranzové hnédy, nakonec Cervenohnédy. Duznina houby je bélava,
po poranéni ¢ervend. Viné je silné ovocna. Vyskytuje se velmi vzacné, jednotliveé
nebo ve skupinach, obvykle na védpencovych piidach pod buky, duby, lipami, smrky

a borovicemi. Roste od poloviny kvétna do tijna [18].

Druh: Inocybe geophylla (Fr.) P.Kumm (vldknice zemni) (Obr. 14)

Obr. 14: Inocybe geophylla (Fr.) P.Kumm (autor Viclay Hrdina, in [16]).
Klobouk 1-4 cm v priméru, kuzelovity, pak nizce vyklenuty s hrbolem, ¢isté
bily, pozdé&ji nazloutly, nebo cely zluty, jemné paprscité vlaknity, na okraji v mladi
spojeny s tfeném pavucinovym bilym zavojem. Lupeny smetanove az hlinové hnédé.

Tienn hedvabity, vlaknity, bily. Duznina zabarvena do bila. Vytrusny prach hnédy.
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Vytrusy skoro mandlovité, zlutohnédé. Hojnad v listnatych a smiSenych lesich,
na bohatych ptdach. Roste od cervence do fijna. Jedna se ojedovatou

houbu ([3], [6]).

Rod: Rozites
Druh: Rozites caperata (Pers. ex. Fr.) P.Karst (sluka svraskala) (Obr. 15)

Obr. 15: Rozites caperata (Pers. ex. Fr.) P Karst (autor Stanislav J irasek, in [16]).

Klobouk je v priméru 4 — 12 cm, v mladi vejcity nebo polokulovity, pozdéji
Siroce zvoncovity, ve stafi az plochy, s tupym hrbolem, cCasto vrascity. V mladi
bélomodravé ojinény, s okrajem podvinutym, ¢asto se zbytky véla, pozdéji Zluty
az bled¢ okrové hnédy. Lupeny vysoké, husté, asto zvinéné, bledé, pozdéji hlinove
zluté. Tren bélavy az zahnédly, s blanitym botkovitym prstenem ve spodni Casti
ttené. Duznina je vodnatd, smetanova. Vytrusny prach rezavé hnédy.
Vytrusy mandlovité, jemné bradavi¢naté, zluté. Roste v jehlicnatych lesich,
nejhojnéjsi je vyskyt v horskych smrcindch. Roste pouze na kyselych piidach. Sluka
svraskala je jedly druh ([3], [6], [20]).

3.2. Chemické sloZeni mycelia plodnic
Voda spolecné se zakladnimi energetickymi zivinami (bilkoviny, sacharidy,
lipidy) jsou nejvice zastoupenymi slozkami nejen houbovych tél, ale vSech
biologickych  materiald. Tyto latky vznikaji syntézou z jednodusSich,
nizkomolekularnich organickych slozek. Mimo to je v bunce jesté asi 20 jinych typi
nizkomolekularnich sloucenin, které se nepodileji na vystavbé makromolekul,
ale maji katalyticky vyznam v kombinaci s enzymy. Obsah vody v houbéch je kolem

90 % a suSina zaujima zbylych 10 % ([1], [9]). Houby maji nizkou energetickou
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hodnotu, diky vysokému obsahu vody a nizkému obsahu tukli (nepfedstavuji
vyznamny zdroj esencidlnich nenasycenych mastnych kyselin ani nezadoucich
kyselin mastnych).

Vitaminy a mineraly jsou v télech hub zastoupeny v mensi mife nez uvedené
zakladni ziviny. Jejich vyuzitelnost je nizs§i nez ze zeleniny vzhledem k pfitomnosti
stavebniho polysacharidu chitinu, ktery omezuje stravitelnost jinych latek a sam
je pfi tom nestravitelny (omezuje se tak jiz vzité tvrzeni, ze jsou houby bohatym
zdrojem bilkovin, stopovych prvkl a vitamina). Na druhou stranu je jeho vyhodou
snizeni rizika nezddoucich slozek, jako jsou tézké kovy nebo radioaktivni latky [9].

Dulezitymi obsahovymi latkami jsou piimé produkty metabolismu —
tzv. sekundarni metabolity. Jednd se o chemicky velmi rozmanitou skupinu latek.
Sekundarni metabolity maji vyznam jak v toxikologii, tak v oblasti huméanni
a veterinarni mediciny. Zkoumanim zatim neanalyzovanych druhi hub se nabizi
moznost  ziskdni nové chemické slouceniny s biologickou  aktivitou.

Rozhodné se jedna o perspektivni skupinu v rozvoji novych 1éc¢iv.

3.2.1. Primarni metabolity

Sacharidy

Monosacharidy

Vyskytuji se v houbach vzacné (obvykle fosforylované, v dospélych
plodnicich je trehalosa hydrolyzovéana na glukosu) [8].

Oligosacharidy

V houbéch se béZzn¢ vyskytuje transportni disacharid trehalosa tzv. houbovy
cukr. Spole¢né s cukernymi alkoholy plni diilezité biologické funkce jako je udrzeni
osmotického tlaku, schopnost regulovat intraceluldrni hladinu koenzymi, dale pak
pii parazitismu na vysSich rostlinach. Trehalosu Ize najit jen v mladych plodnicich.
K razantnimu poklesu v mnozstvi trehalosy (stejné tak cukerného alkoholu
mannitolu) dochdzi povafenim houby, zatimco suSeni azmrazeni zplsobuji

jen zanedbatelné ztraty ([1], [9], [21]).

23



Zasobni polysacharidy

Stejné jako u zivoCichti je u hub zasobnim polysacharidem glykogen.
Ptitomnost glykogenu v houbach neptedstavuje z hlediska lidské vyzivy mimoiadny
piinos [9].

Stavebni polysacharidy

Zakladni slozkou bunéénych stén hub jsou stavebni polysacharidy.
K nejpodstatnéjsim se tadi chitin, chitozan, polygalakturonova kyselina, mannany,
galaktany a vzacné celulosa. Hlavnim tukolem téchto latek je udrzeni pevnosti
bunécnych stén. DalSimi polysacharidy, které se pfirozené vyskytuji v houbovych

télech, jsou glukany. Nejcastéji jsou slozeny z glukosy ([1], [9], [22]).

Lipidy

Celkovy obsah lipidd v houbové susiné je relativné nizky, kolem 2 — 6 %.
Lipidy hub muizeme rozdélit na neutrdlni a polarni. Neutrdlni jsou tvofeny
jednoduchymi lipidy, ptfedevSim triacylglyceroly, které se vyskytuji ve formé
kapicek (triglyceridii) nebo krystalkl (ergosterolu) rozptylenych ve vakuolach nebo
jsou zabudovany do funk¢nich struktur. Polarni lipidy jsou tvofeny slozenymi lipidy,
nejcastéji se jedna o fosfolipidy. Béhem studie [23] bylo zjist€éno, ze hlavnim
fosfolipidem je fosfatidylcholin (lecitin). Neutralni lipidy slouzi ptedevsim jako
zasobarna a zdroj energie, zatimco polarni lipidy plni funkci stavebnich slozek.
Fosfolipidy jsou dulezitou soucasti bunéénych membran, umoziujici jejich
propustnost a elastiCnost. Vys$§i mastné kyseliny (VMK) v lipidech hub jsou
nejcastéji jednosytné, s ptimym uhlikovym fetézcem, se sudym poctem uhlik
a sou¢asné je podet uhlikii vyssi jak 10. Retézec je nasyceny nebo obsahuje dvojné
vazby. Pro houby je charakteristické cis uspofadani na vSech dvojnych vazbach.
V zastoupeni VMK pfevladaji kyselina olejovd, linolovd a kyselina palmitova.
zminény ergosterol, jenZ v houbéch zaujima 60 — 70 % z celkového mnoZstvi sterold.
K dal$im vice zastoupenym latkam ze skupiny mykosterolli se fadi fungisterol

a ergosta-7,5-dienol ([1], [9]).
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Bilkoviny

Nejen v houbéach ale obecné v biologickém materidlu prevladaji bilkoviny,
pritomnost volnych aminokyselin (AMK) a peptida je nizky. Na rozdil od Zivoc¢ichti
jsou rostliny a houby schopny vytvaret vSech 20 zakladnich AMK, které¢ burka tvofi
z jednoduchych uhlikatych a dusikatych komponent. Pisobenim enzymt transaminas
muze byt dusik AMK pouzit k syntéze jinych AMK. Uhlikovy zbytek pak miize byt
metabolizovan pro ziskani energie. Cast AMK vznikd b&hem energetického
metabolismu bunky z meziproduktii degradace glukosy, dalsi ¢ast z meziprodukti

Krebsova cyklu ([1], [9]).

Enzymy

Jedna se bud’ o cisté bilkoviny, nebo se skladaji z bilkovinného nosice
a nebilkovinné nizkomolekularni organické slouceniny. Obecné lze fici, ze enzymy
jsou katalyzatory. U hub jsou vyrazné¢ predev§im ucinky enzymi, jez se podili
na rozkladu odumfelych organismi. Stavaji se tak nezbytnym c¢lankem v kolob&hu
zivota. Enzymy lze ziskat z mycelia péstovanych hub, ale je mozné je zkoumat

i u hub volné rostoucich ([1], [9]).

Nukleové kyseliny
Jedna se o vysokomolekularni latky, které se slozenim a strukturou nikterak

nelisi od nukleovych kyselin jinych organismi [1].

3.2.2. Vitaminy
Houby obsahuji ve zvySeném mnozstvi vitaminy B;, B, Bs, Bs, Bs, By
a n¢kdy také vitamin Bj,. Dale pak vitamin E a K a vitamin D, resp. jeho provitamin
(ergosterol). Osvétlené Casti hub obsahuji vice vitaminu D, neZ ¢asti zastinéné.
Jak se ukazalo, intenzita osvétleni je vyznamnéjsi nez staii plodnice. Nekteré druhy

hub obsahuji také B-karoten ([9], [22]).
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3.2.3. Mineralni latky

O zastoupeni minerdlnich latek a jejich mnozstvi v télech hub rozhoduje
nejen druh houby, ale také podminky prostfedi (pida, misto rozSifeni).
Houby obsahuji pfedevsim draslik, fosfor, siru, hoicik, zelezo, vapnik, sodik; ale také
mikroelementy jako je méd’, zinek, jod, lithium, fluor, chrom, mangan, molybden.
Jiz zminény fosfor je soucésti polyfosfatovych granuli, oznacovanych také jako
volutin. Houby kumuluji tento prvek ze substratu, ve kterém rostou. Fosfor
je nedostatkovym prvkem v prostfedi a houby vynakladaji zna¢nou energii na jeho
ziskani. Za mimotadny lze povazovat obsah selenu, kterého mize byt az 100x vice

nez v zelening ([8], [22]).

3.2.4. Sekundarni metabolity

Jedna se o pfimé produkty metabolismu a nijak vyznamné se neucastni
zakladnich metabolickych drah. V minulosti byly myln€¢ povazovany za odpadni
produkty metabolismu. Sekunddrni metabolity jsou obvykle produkovany az po
probéhnuti ristové faze a jejich tvorba souvisi se snahou ptizplsobovat se zivotnim
podminkdm, s rozmnozovanim, s ochranou, ptezitim. Jak uvadi ve své knize Klan [1]
je znamo téméf 40 typu sekundarnich metabolitti hub a az tisic sloucenin (vzhledem
k roku vydani publikace je aktualni pocet znamych sloucenin s jistotou vyssi). Pii
syntéze této rozmanité skupiny latek hraje vyznamnou roli acetylkoenzym A.
Vychozimi latkami syntézy jsou sacharidy, aromatické aminokyseliny, kyselina

mevalonova, kyselina Sikimova a mastné kyseliny [1].

Vonné a pachové latky

Stovky rtiznych chemickych substanci jsou pticinou téchto charakteristickych
vlastnosti — ving, pachu. Dosud popsané slouceniny lze obecné rozdélit na tékavé
a netékavé. Neteékavé latky ovliviiuji vnimani viing, pachu v kombinaci s chutovymi
vjemy pii konzumaci hub. Tékavé latky miiZeme zatadit do n€kolika rliznych skupin

(derivaty oktanu a oktenu, niZsi terpeny, benzaldehyd, sirné slou¢eniny aj.) [9].
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Barviva
Pigmenty maji nejcastéji povahu chinonli, vzacné se jedna o karotenoidy. Obecné
je lze rozliSit na chromoforni (lokalizované v buiice) a chromoparni (vylu¢ovany
mimo buiiku). Pfesny biologicky vyznam pigmentace zatim nebyl plné objasnén.
Nektefi ji povazuji za odpadni produkty metabolismu. Ukazuje se vsak, ze nékteré
pigmenty mohou plnit funkci pienasect vodiku pii dychacich pochodech, chranit
pied UV zafenim nebo dokonce vykazovat antibioticky uc¢inek. Mira zabarveni
je ovlivnéna stafim plodnice, teplotou, pfistupem vzduchu, celkovymi podminkami
prostiedi a v neposledni fadé je ovlivnéna intenzitou svétla (houby s vyrazné
zabarvenou plodnici rostou na zastinénych mistech, zatimco plodnice s barvou
nevyraznou, svétle hnédou nebo bilou se vyskytuji na otevienych stanovistich).
Pozornost vzbuzuji houby meénici barvu plodnice mechanickym poskozenim.

Z chemického hlediska se jedna o oxidaci fenolickych latek vzdusnym kyslikem ([ 1],
(81, [9D).

Latky izolované ¢i identifikované v testovanych druzich (rodech) hub

Doposud izolované a pro ucely této prace zjisténé latky ve zkoumanych
druzich (rodech) jsou uvedeny v Tab. 1. V tabulce jsou uvedeny izolované latky
jak z druh@i testovanych v této praci (tu¢né zvyraznény v tabulce), tak 1 ostatnich
z piislusnych rodi. Autorkou nebyly zjiStény izolované latky z druhii Agrocybe
molesta, Dermocybe cinnamomeobadia, Gymnopilus sapineus, Inocybe fastigiata,

Inocybe fraudans, Inocybe geophylla, Mycena epipterygia a Mycena rosea.
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Tab. 1: Izolované latky zkoumanych druht (rodd).

Rod/druh

Indikované latky

Citace

Agrocybe aegerita

galektin (AAL)

[24]

Agrocybe cylindracea

agrocybenin (alkaloid)

[25]

Agrocybe chaxingu

2,6-di-terc-butyl-4-methylfenol,
2-pentylfuran,
benzenacetaldehyd,
fenylethanol,

2-methylheptan a indol

[26]

Agrocybe praecox

okta-2,4-diynamid (agrocybin A),
(E)-okta-4-en-2-ynamid (agrocybin B),
(2)-okta-6-en-2,4-diynamid (agrocybin C),
(E)-okta-6-en-2,4-diynamid (agrocybin D),
8-amino-8-oxookta-4,6-diynylacetat (agrocybin E),
2-formyl-3,5-dihydroxybenzylacetat,
o-orsellinaldehyd

[27]

Agrocybe salicacola

agrocybin A - G

agrocybon (seskviterpen se spirodienonovou strukturou)

[28]
[29]

Cortinarius sp.

6-methylxanthopurpurin-3-O-methylether,
fyscion (antrachinon),
(18,38)-austrokortilutein (antrachinon),
(18,3R)-austrokortilutein (antrachinon),
(18,3S8)-austrokortirubin (antrachinon),
torosachryson (antrachinon),

emodin (antrachinon),

erytroglaucin (antrachinon),

kortinarin A (alkaloid),

kortinarin B (alkaloid),

orellanin (alkaloid),

orellin (alkaloid),

orellinin (alkaloid)

[30], [31]

Cortinarius brunneus

brunnein A (alkaloid)

[32]

Cortinarius hinnuleus

geosmin (bicyklicky alkohol),
B-karyofylen (seskviterpen),
B-barbaten (seskviterpen),
1-okten-3-ol,

1-okten-3-on,

oktan-3-ol,

oktan-3-on,

2-okten-1-ol

Cortinarius infractus

infraktopikrin (alkaloid)
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Tab. 1: Izolované latky zkoumanych druhti (rodd) (pokracovani)

Rod/druh

Indikované latky

Citace

Cortinarius tenuipes

kortenuamid A ((4E,8E)-N-D-2'-hydroxytetrakosanoyl-1-
O-B-D-glukopyranosyl-

9-methyl-4,8-sfinga dienin),

kortenuamid B ((4E,8E)-N-D-2'-hydroxytrikosanoyl-1-
O-B-D-glukopyranosyl-

9-methyl-4,8-sfingadienin),

kortenuamid C ((4£,8E)-
N-D-2'-hydroxyl-dokosanoyl-1-O-B-D-glukopyranosyl-
9-methyl-4,8-sfingadienin)

[35]

Cortinarius umidicola

3-aldehyd-2-amino-6-methoxypyridin,
(R)-glycidyloktadekanoat

[35]

Cortinarius vibratilis

vibratilicin (3-[3-(dimetylamino)-4-(hydroxyamino)-4-
oxobutoxy]-2-(palmitoyloxy)propyl (9E,12FE)-oktadeka-
9,12-dienoat)

[35]

Dermocybe sp.

8-0-B-D-glukopyranosid,

8-0-B-D-genciobiosid,
®,5,2',3"4',6'-hexaacetyl-1-O-methylxanthorin-8-O-f-D-
glukopyranosid,

5,2',3',4',2" 3" 4" 6"-oktaacetyl-1-O-methylxanthorin 8-
O-B-D-genciobiosid

®-hydroxyxanthorin-1-O-methylether,
xanthorin-1-O-methylether

7,7'-bifyscion,

emodin (antrachinon),

AFDM (anhydroflavomannin-9,10-chinon-6,6'-
dimethylether),

dermoglaucin (antrachinon),
dermocybin (antrachinon),
flavomannin-6,6'-dimethylether,
endokrocin (antrachinon),
5-chlordermolutein (antrachinon),
5-chlordermorubin (antrachinon),
dermolutein (antrachinon),
dermorubin (antrachinon),
emodin-glukosid (antrachinon),
dermoglaucin-glykosid (antrachinon),
dermocybin-glukosid (antrachinon),
endokrocin-glykosid (antrachinon),
dermolutein-glykosid (antrachinon),
dermorubin-glykosid (antrachinon)

fallacinol (antrachinon)

austrokolorin Al a B1 (antrachinon)

[36]

[37]

[39]
[40]

Dermocybe cardinalis

kardinalin 2 (naftochinonovy pigment)

[41]

Dermocybe icterinoides

(P)-(+)-skyrim (antrachinon)
ikterinoidin A a B (antrachinon)

[38], [42], [43]

29



Tab. 1: Izolované latky zkoumanych druhti (rodd) (pokracovani)

Rod/druh

Indikované latky

Citace

Dermocybe sanguinea

alizarin (1,2-dihydroxy-9,10-antracendion),
emodin (1,3,8-trihydroxy-6-methyl-9,10-antracendion),
antrachinon (9,10-antracendion)

[44]

Dermocybe (semi)sanguinea

emodin (antrachinon),
dermoglaucin (antrachinon),
dermocybin (antrachinon),
endokrocin (antrachinon),
dermolutein (antrachinon),
dermorubin (antrachinon)

[45]

Dermocybe splendida

(18,3S)-austrokortilutein (antrachinon),
(18,3S)-austrokortirubin (antrachinon)

(18,3S)-austrokortirubin,
(18,3S5)-austrokortilutein,

austrokortinin (antrachinon),

xanthorin (antrachinon),
3-methylxanthopurpurin 6-O-methylether

[46]

[47]

Gymnopilus sp.

4,6-dekadiyn-1,3,8-triol,
ergosta-4,6,8,22-tetraen-3-on,

bisnoryangonin (4-hydroxy-6-[(E)-2-(4-
hydroxyfenyl)ethenyl|pyran-2-on),

hispidin (2-[(E)-2-(3,4-dihydroxyfenyl)ethenyl]-6-
hydroxypyran-4-on)

[48]

Gymnopilus spectabilis

hepta-4,6-diyn-3-ol,

7-chlorhepta-4,6-diyn-3-ol
(E.E)-7,12-dioxooktadeka-8,10-dienova kyselina
(ostopanova kyselina),

ergosterol

(35,85)-(-)-4,6-dekadiyn-1,3,8-triol

cerevisterol,
4,6-decadiyn-1,3,8-triol

gymnoprenol-D (polyisoprenpolyol)

[49]

[50]

[51]

Inocybe sp.

3(2-dialkylaminoethyl)indol,
3(2-dialkylaminoethyl)-4-hydroxyindol

Inocybe aeruginascens

psilocybin (alkaloid),
aeruginascin (alkaloid)
psilocybin (alkaloid),
baeocystin (alkaloid),
tryptofan

aeruginascin (alkaloid)

Inocybe macrosperma

7,24(28)-ergostadien-33-ol

Inocybe napipes

cholin,
muskarin (alkaloid)

Mycena sp.

favolon B (triterpen)

3-chlor-p-anisaldehyd,
3,5-dichlor-p-anisaldehyd

9-hydroxyoudemansin A ((E)-f-methoxyakrylat)
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Tab. 1: Izolované latky zkoumanych druhti (rodd) (pokracovani)

Rod/druh Indikované latky Citace
. chlorofenoly,
Mycena alcalina bromofenoly [63]
Mycena aurantiomarginata mycenaaurin A (polyenovy pigment) [64]
Mycena crocata strobilurin N (3-methoxyakrylat) [65]
Mycena dendrobii 6,9.—epoxyerg0sta-7, 22-dien-3-ol, [66]
[-sitosterol
Mpycena galericulata strobilurin O (B3-methoxyakrylat) [67]

Mpycena galopus monochlorinat-2,3-dihydro-1-benzoxepin [68]
haematopodin B (alkaloidni pigment),
mycenarubin D (alkaloidni pigment),

Mycena haematopus mycenarubin E (alkaloidni pigment), [69]
mycenarubin F (alkaloidni pigment)

Mycena leaiana leaianafulven (seskviterpen) [70]
parachinonova kyselina, [71]
strobilurin D (3-methoxyakrylat)
y-methylen,

Mycena pura y-ethyliden, [72]
v-propyliden-L-glutamova kyselina
L-y-propylidenglutamova kyselina [73]

sanguinon A (alkaloidni pigment),
Mycena sanguinolenta sanguinon B (alkaloidni pigment), [74]
sanguinolentachinon (alkaloid)

10-hydroxyundeka-2,4,6,8-tetraynamid,

Mycena viridimarginata  3,4,13-trihydroxytetradeka-5,7,9,11-tetraynova kyselina [75]
v-lakton
Mycena tintinnabulum tintinnadiol (diterpen) [76]
protein RC28 [77]
Rozites caperata protein RC183 [78]
S-2-aminoethyl-L-cystein (analog lysinu) [79], [80]

3.2.5. Houbové toxiny a jedy
Vlaknité houby (mikromycety) ovliviiuji lidské zdravi pfimo nebo nepiimo
cestou mykoédz, alergii, a mykotoxikéz. Plvodné se piedpokladalo, ze jsou
mykotoxiny jakymsi odpadnim produktem Zivotnich pochodil pfi latkové vyméné.
Dnes se védci domnivaji, ze tyto latky vznikaji pfimo pfi metabolismu a jsou tvofeny
za ucelem zni¢eni nebo potlaceni konkurencnich druhl. Jedna se o heterogenni

skupinu nepolarnich nizkomolekuldrnich slou¢enin ([21], [31]).
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Houby vytvatejici plodnice (makromycety) mohou také produkovat toxické
metabolity. Otravy, které zptsobuji, jsou obvykle nasledkem zamény sbirané houby.
Tyto latky nejsou oznaovany jako mykotoxiny, ale jako houbové jedy [31].

Jak uvadi [20], obecné Ize jedovatych druhti hub najit vice v listnatych nez
v jehlicnatych lesich a vice v jehli¢natych nez na travnatych plochdch mimo les.
Za nejnebezpecnéj$i jsou povazovany houby s bilymi lupeny na spodni strané

klobouku a rostouci na zemi [20].

Jedy hub makromycet
Obecné Ize rozlisit 8 zakladnich typti houbovych jedl: amatoxiny/falotoxiny,
orelanin, muscimol/ibotenova kyselina, monomethylhydrazin, muskarin, koprin,

psilocybin a gastrointestinalni iritanty [31].

3.2.6. Znamé toxické metabolity a otravy u rodii/Celedi sledovanych hub

Pfredmétem z4jmu této prace jsou houby z Cceledi Cortinariaceae
(pavucincovité), do nichz mj. patii rod Cortinarius (pavucinec). Krom¢ cyklického
peptidu kortinarinu patfi mezi hlavni toxiny latka orellanin (bipyridin-N-oxid),
vyskytujici se v druhu Cortinarius orellanus - pavucinec plySovy. Orelannin narusuje
syntézu bilkovin a vytvari volné radikaly. Otrava se projevuje po n¢kolika dnech,
typické jsou zaZivaci obtiZe, po 1 aZ 2 tydnech dochazi k akutnimu selhavani ledvin,
které v poloving ptipadi ptechazi do chronické formy [81].

Déle pak celed’ Tricholomataceae a rod Mycena sp. (helmovky) obsahujici
toxin muskarin. S muskarinovymi otravami se setkdvame také u rodu Inocybe sp.
(vléknice) z Celedi Cortinariaceae. Obsah muskarinu je aZ stondsobn¢ vyssi u druh
rodu Inocybe sp. neZ napf. u Amanita muscaria. Otravy se projevuji miozou,
nejasnym vidénim, sniZenim krevniho tlaku, salivaci, lakrimaci, zvySenou perspiraci,
astmatickym dychanim a to 30-120 minut od poziti. Specifickym antidotem
je atropin ([31], [81]).

Latka koprin byla mimo jiné detekovéana v ¢eledi Cortinariaceae, konkrétné
v druhu Pholiota squarrosa. Koprin zptusobuje inhibici acetaldehyddehydrogenasy.

To mé za nasledek disulfiramovy (antabusovy) efekt houbovych pokrmii. Pozitim
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alkoholu do 48 hodin po uziti koprinu ma za nasledek kumulaci acetaldehydu, ktera

je ptic¢inou opilosti, Cervenani tvaii, dychacich obtizi, bolesti hlavy, nevolnosti [31].
Latka psilocin a jeho ester psilocybin byly nalezeny v nékterych druzich rodu

Inocybe sp. z ¢eledi Cortinariaceae. Farmakologické ptsobeni se projevuje do 30

minut po uziti zménami v psychickém stavu [31].

Latky drazdici travici ustroji

O téchto latkach jsou prozatim nedostatecné informace o jejich chemické
podstaté. Zdrojem tdchto latek je heterogenni skupina rodii a druhd. Radime sem
nékteré¢ druhy z rodu Agrocybe sp., ¢eledi Bolbitiaceae. Tyto druhy mohou zpusobit
nevolnosti a zvraceni. Dale pak rod Dermocybe z ¢eledi Cortinariaceae. N&které
druhy rodu Dermocybe sp. obsahuji antrachinonové derivaty dermocybin
a dermorubicin zpusobujici gastritidu. Druhy rodu Mycena jsou obecné oznacovany
za nejedlé. Latky neznamého chemického charakteru zpisobuji zaludecni

podrazdéni [31].

Houby zpisobujici alergickou odezvu
Nekteré druhy rodu Agrocybe sp. jsou pficinou respiracnich a koznich

reakci [31].

3.2.7. Priklady biologické aktivity sledovanych rodi hub

Agrocybe

U tohoto rodu byly zjiStény protinadorové ucinky. Obsahové latky snizuji
hladinu cholesterolu v krvi, reguluji krevni tlak, maji antioxida¢ni t€¢inky. Z plodnic
Agrocybe aegerita bylo ziskdno antimykotikum [22].

Druhy A. pediades a A. aegerita vykazovaly antimykotické, antioxidacni
a antibakteridlni ucinky (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Myotis flavus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) ([82], [83]). B-glukany v druhu A4.
byl zjistén ucinek proti rakoviné [85]. Latka agrocybin ziskana z druhu A. perfecta

vykazovala efekt proti rekombinantnimu enzymu trypanothionreduktasy (TryR)
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z Trypanosoma crusi, dale pusobi proti lymfocytarni proliferaci v lidskych
perifernich mononukledrnich buinkach a proti lidské kancerogenni linii bunék
UACC-62 (melanom), proti MCF-7 (prsa) a TK-10 (ledviny) [86].

U druhu 4. cylindracea byl pozorovan protistarnouci U¢inek u mysi.
Konkrétné byla zjisténa redukce obsahu malonaldehydu (MDA) a celkového obsahu
cholesterolu, doslo ke znaénému vylepSeni aktivity superoxiddismutazy (SOD),

glutathionperoxidazy (GSH-Px), a celkové antioxidacni kapacity (T-AOC) [87].

Cortinarius

Zjisténa antibakteridlni aktivita (Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa). Antrachinonové pigmenty spolecné semodinem, physcionem
a erytrogluacinem vykazovaly antimikrobidlni aktivitu. Houbové oktaketidy
austrocortilutein, austrocortirubin, torosachrysone, physcion a emodin inhibuji
Staphylococcus aureus. Pseudomonas aeruginosa je potencidlné inhibovana
fyscionem a emodinem [30]. U rodu Cortinarius sp. byla jednozna¢né stanovena
inhibi¢ni aktivita vici cholinesterasam, naptiklad druh C. infractus obsahuje latku
infractopicrin vykazujici aktivitu proti AChE [34], nebo C. brunneus s obsahovou

latkou brunnein A, ktera slab¢ inhibuje AChE [32].

Gymnopilus
Druh G. junonius vykazoval antioxidacni, antimykotické a antibakteridlni

ucinky (Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) [82].

Inocybe
Druh 1. umbrinela vykazoval protinadorovy ucinek, zjiSténa inhibice HIV-1
reverzni transkriptasy, u druhu 1. geophylla byl zjistén antibakterialni wc¢inek

(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis) ([88], [89]).

Mycena
U nékterych druhti rodu Mycena sp. byla zjisténa ptitomnost latky mycenonu,
ktera inhibuje isocitrat lyasu [90], déale pak latka strobilurin s antimykotickym

ucinkem [91] a antibiotickym efektem [92]. U hub rodu Mycena sp. zjisténa latka
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s nazvem favolon B ma podle [60] antimykoticky ucinek. U druhu M. leaiana byla
izolovana latka leaianafulven s antibiotickymi 1 cytostatickymi ucinky [70].
Ptimo u testované¢ho druhu M. tintinnabulum byla izolovana latka tintinnadiol [76],
ktera vykazuje cytotoxickou aktivitu proti kancerogenni linii bunék HL-60

(promyelocytarni leukémie).

Rozites

Konkrétn€ druh R. caperata vykazoval uCinek proti herpetickym virim [93].

3.3. Antioxidac¢ni aktivita
3.3.1. Volné radikaly (VR)

Za volny radikdl je povazovéna jakdkoliv molekula, atom nebo ion, jenz ma
ve valen¢ni sféfe jeden nebo vice neparovych elektront a je schopen alespon kratké
samostatné existence. Jejich vlastnosti je vysokd reaktivita, nestabilita.
Vznikaji homolytickym $tépenim kovalentni vazby molekuly, dal§$i moZnosti
je ztrata elektronu (oxidace) nebo jeho pfijeti (redukce). Volny radikal se typicky
stabilizuje vytrzenim elektronu z jiné struktury, ¢imz dochdzi k pteméné struktury
na jiny radikal. Tento proces muze vyustit v fetézovou reakci a stat se pfi¢inou
poskozeni organismu (poskozeni lipidd, proteinti, glycidi a DNA) ([10], [94]).

Velké mnozstvi radikalt vznikéd béhem metabolismu nebo se do organismu
dostavaji ze zevniho prostiedi. Mezi obecné pti€iny patii toxémie, infekce, hypoxie —
ischémie, xenobiotika, hyperlipidemie, hyperproteinemie, hyperglykemie, zanéty,
onkologické procesy, fagocytarni a imunitni reakce, ¢i zvySené metabolické

aktivity [95].

3.3.2. Reaktivni formy kysliku a dusiku

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou meziprodukty redukce kysliku na vodu.
Dychaci fetézec mitochondrii a pak také aktivované fagocyty pomoci NADPH
oxidasy generuji superoxidovy radikdl O2e- (vznika redukci jednoho elektronu
molekuly kysliku). O2e- se pusobenim superoxiddizmutasy pieménuje na méné
nebezpeény peroxid vodiku (miize vzniknout i spontdnné). Peroxid vodiku

je organismem pifeménovan pomoci enzymu katalasy nebo glutathionperoxidasy
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na vodu (pfirozend antioxidacni ochrana organismu). Na druhou stranu se peroxid
vodiku vyznacuje vysokou reaktivitou s piechodnymi kovy vyskytujicimi se v téle
(zelezo, méd’). Tato reakce se nazyvd Fentonovou reakci a je producentem
energie, kterd je nezbytna pro zivotni procesy. Dale pak se mohou ucastnit
enzymovych mechanismt, podilet se na ¢innosti bunééné¢ho informacniho systému,
kde plni funkci signalnich molekul. Skodi pouze tehdy, vymknou-li se piisné
kontrole. Existuji 1 radikaly, jejichz volny elektron patfi jinému atomu nez kysliku,
nejcastéji se jednd o atom dusiku. Hlavnim ptedstavitelem je NOe. I ten mize
poskytovat celou fadu jinych sloucenin typu VR, i bez neparového elektronu.
V tomto piipadé se souhrnné oznacuji jako reaktivni formy dusiku (RNS).
Jako radikaly se chovaji 1 atomy pfechodnych kovi (nikl, mangan, titan, Zelezo aj.)

([10], [94], [96D).

3.3.3. Ochrana lidského téla pred volnymi radikaly

Latky, které¢ brani oxida¢nimu piisobeni volnych radikéli, jsou souhrnné
oznacovany za antioxidanty (AO). Antioxidanty jsou rozdélovany na umélé
apfirozené. Do prFirozenych AO jsou fazeny latky (hormony, enzymy),
které se vytvareji v organismu, nebo se jedna o latky pfijimané v potrave.

Zenzymi se jednd o jiZz zmiflovanou superoxiddizmutasu, katalasu,
glutathionperoxidasu. DalSimi pfirozenymi AO jsou vitaminy, aminokyseliny,
polyfenoly a bioflavonoidy, koenzym Q10, estrogeny, selen, germanium, zinek,
kyselina alfa lipoova, karotenoidy, L-karnitin, melatonin, somatotropin aj. ([10],
[95], [97D).

Do umélych AO fadime celou fadu 1éCiv a také latek ptirozenych, jez jsou

modifikovany a ziskavaji tak jiné pozadované vlastnosti [10].

3.3.4. Rovnovaha mezi antioxidanty a volnymi radikaly
Za normalniho stavu existuje v téle rovnovaha mezi VR a AO. Pfevaha jedné
ze slozek, muze znamenat poSkozeni organismu. Dojde-li k vzestupu hladiny
VR v bunkach (vétsi neZ normalni mnozZstvi), oznacujeme tento jev za oxidacni

stres. V téle muze nastat i situace, kdy pfevaha AO umocnuje oxidacni stres,
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anebo blokuje VR, jeZ jsou nezbytné pro organismus. K oxidaénimu stresu dochazi
témer u vSech chorob. Nicméné ne vSechny formy oxidacniho stresu jsou Spatné,
bez nékterych jeho forem by Zivé buitky nebyly schopny existence. Ridi dilezité
metabolické cesty, které produkuji nové tkané, hoji rany, podporuji rust.

Déle napomahaji télu adaptovat se na onemocnéni, stres ([10], [95]).

3.3.5. Onemocnéni zpusobena pritomnosti volnych radikala

Volné radikaly mohou byt piic¢inou vzniku onemocnéni, jindy zhorSuji nebo
komplikuji pribéh nemoci. Piiklady onemocnéni, v jejichz etiopatogenezi hraji roli
volné radikdly: infarkt myokardu, ateroskler6za, revmatoidni artritida, diabetes,
nadorova onemocnéni, katarakta, makuldrni degenerace, choroby kiize, usi, zubd,
neurodegenerativni onemocnéni (Parkinsonova a Alzheimerova choroba), o¢ni
choroby, onemocnéni traviciho traktu, onemocnéni ledvin aj.

V poslednich letech vzniklo nékolik desitek teorii starnuti, znichz
nejvyznamnéjsi je voln¢ radikalova teorie. Ve stafi byla prokdzana snizena
antioxidaéni  ochrana  organismu  tvofend  redukovanym  glutathionem,
glutathionperoxidasou, katalasou, karotenoidy, estrogeny, Mg, Se, Zn.
Daéle se snizuje schopnost reparovat poskozené¢ biomolekuly. Naopak dochazi
k nardstu intracelularniho vapniku, oxidované LDL, produkty

lipoperoxidace atd. ([10], [11]).
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3.4. Alzheimerova choroba
Alzheimerova choroba je progresivni neurodegenerativni onemocnéni,
projevujici se obvykle po 65. roce Zivota zménou osobnosti, poruchami paméti,
ztratou rozpozndvacich schopnosti, alexii a nékdy i afazii. Prohlubujici se nemoc

konc¢i smrti [96].

3.4.1. Epidemiologie
Touto nemoci trpi celosvétoveé 10 % populace ve véku nad 65 let. Ve vékové
kategorii nad 85 let tato choroba postihuje v klinicky rizné¢ zavazné podob¢ necelou
polovinu populace, pfi¢emz ohrozenéjsi je skupina zen. Prokazalo se, ze za 67 %
vSech ptipadi demence odpovidd Alzheimerova nemoc (AN). Z epidemiologickych
vyzkuml vyplyvaji také rizikové vlivy, které se mohou podilet na rozvoji

nemoci [98].

Rizikové faktory

Bezesporu k nim patii vek, familidrni agregace ptipadl, genové mutace
(Downtiiv syndrom), nosicstvi alely eta-4 genu pro apolipoprotein E, ¢i arteridlni
hypertenze. Jako mozné riziko se uvadi nizké vzdélani a kraniocerebralni poranéni.
Nevyjasnén byl vztah mezi nemoci a koufenim cigaret, hlinikem, zinkem a vyssi
hladinou sérového homocysteinu. Nekteré prace nachazi souvislost se vznikem AN

u lidi s vy$§im pfijmem tuki a diabetem ([98], [99], [100]).

MoZnosti sniZeni vyskytu AN
Predmétem vyzkumu je nizky vyskyt nemoci v souvislosti s uZivanim
nesteroidnich antirevmatik, statini a antioxidanti, dale pak vysokou hladinou

estrogend u zen uzivajici hormonalni terapii v postmenopauze ([98], [99]).

3.4.2. Mikroskopické a patogenetické zmény

Mikroskopicky se projevuji zmény extracelularni 1 intracelularni.
Hlavni extracelularni zménou je wuklddani patologické bilkoviny p-amyloidu.
Tato bilkovina vytvafi shluky, kolem kterych dochdzi k neurodegenerativnim

procesim anasledné tvorbé senilnich plaki (byla zjist€éna piiméd uméra mezi
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mnozstvim plak a tizi demence). Amyloidni peptid B (AB) o délce 39-42
aminokyselin ~ vznikd  z amyloidniho  prekurzorového  proteinu  (APP).
Pti fyziologickych proteolytickych upravach APP a-sekretasou vznikd solubilni
peptid APPs, chranici neurony pied glutamatovou neurotoxicitou. Za patologickych
okolnosti se na §té€peni podileji enzymy - a y- sekretasa, které Stépi APP na jiném
misté nez a-sekretasa. Vznikaji tak fragmenty, které ptrestavaji byt solubilni, zacinaji
koagulovat a nasledné polymerizovat. Timto zptisobem vznika B-amyloid, ktery tvoii
shluky jako zaklad plak (Obr. 16). Kolem téchto shluki dochazi k apoptéze neuront
([96], [101]).

Hlavni intracelularni zménou u AN je degenerace t-proteinu. Tato bilkovina
je spojena s neurondlnimi vldkny. T-protein je nadmérné fosforylovan, tim dochazi
k tvorbé neurondlnich klubek (Obr. 16) a néaslednému zéniku neuront ptedevSim

ve frontalnim, parietdlnim a temporalnim laloku [101].

" - . 3 L]
Ry . ‘- .®
e b 8 “ie B |
: i ; i
2 r i b /. . L L]
i *vnn . A, [’ - Pl
’ L 5 &
- b { pugh kY 4 . .
; ¥ ¢ "
" _\-:_‘ F 4 X :
.. i ¥ & .
. y . ' e
% 4 3 2
% 3 J ® 4 N
# f B‘ ¥ /9 .

Obr. 16: vlevo — senilni plaky v mozkové kiife (zvétSeno 40x), vpravo — detailni
obrazek senilnich plakl bez amyloidového jadra, v dolni ¢asti neurony
s neuronalnimi klubky (zvétSeno 200x) (zdroj [99]).

Vyznamné je postizen cholinergni systém. Je naruSen presynapticky oddil
acetylcholinergniho neuronu, vstupu cholinu do neuronu, syntéza acetylcholinu
1jeho uvolnovani. Acetylcholin je tvofen z acetyl-koenzymu A a z cholinu pomoci
enzymu cholinacetyltransferasy. Tento enzym je pii onemocnéni Alzheimerovou
chorobou deficitni. Acetylcholin je po ukonéeni vazby na receptor odbourdvan
pomoci enzymu acetylcholinesterasy. U AN se uplatiuje jeSt¢ enzym

butyrylcholiesterasa, ktery je za fyziologickych podminek v CNS bezvyznamny.
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Za patologickych je tento enzym vytvaren v mobilizovanych gliovych elementech,

vytvarejici zanétlivy lem plakd [101].

Ucast reaktivnich forem kysliku a dusiku (RNOS) na rozvoji nemoci

Patologické Stépeni APP B- a y- sekretasou muze podle [96] receptorovym
mechanismem vyvolat excitotoxické reakce a tvorbu RNOS. AP se pak uklada
s modifikovanymi biomolekulami do agregati v senilnich placich. Jak dale uvadi
[96], v patogenezi Alzheimerovy choroby mohou hrat roli také glykacni procesy a
jimi vyvolané patologické signalizacni reakce vedouci k produkci RNOS, k aktivaci
zanétlivych procest a k tvorbé neurofibrilarnich spleti.

Zatim se RNOS ukazuji jako faktory zrychlujici bludné biochemické kruhy,
ve kterych se jednotlivé dé€je stale zintenziviiuji az do vyusténi zavérecného nicivého
procesu nekrdzy nebo apoptdzy [96].

V souvislosti s rozvojem nemoci s oxidacnim stresem a VR, Koukolik
s Jirdkem [98] poukazuji na Spatnou odliSitelnost pti¢iny od nésledku. Bez ohledu na
nevyfeSenou otazku, zda jsou volné radikdly pficinou nebo nésledkem, soucésti
patogenetického fetézu byt mohou, takze v terapii nemoci je nutné tyto vlivy
zohlednit. Primarnich pficin nemoci je bezpochyby vice, vétSina je jich vSak bohuzel

neznama [96].

3.4.3. Terapie Alzheimerovy nemoci
Vzhledem k ne zcela jasné etiologii a patogenezi Alzheimerovy nemoci, neni
mozna kauzalni terapie. Je nutno kombinovat farmakoterapii a jiné typy

terapie [101].

Farmakoterapie

Kognitivni farmakoterapie

Prozatim byla ucCinnost ovéfena jen u lé¢iv ze skupiny inhibitor
acetylcholinesterdz.  Vyuziti téchto [éCiv vychdzi ze zjiSténi poruchy
acetylcholinergni transmise. DalSim dualezitym zjiS§ténim je, ze se molekuly
mozkovych cholinesteras podileji na formaci B-amyloidu (studie s pozitronovou

emisni tomografii prokazaly ptitomnost cholinesteras i v téch oddilech mozku,
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kde nejsou distribuovany acetyl-cholinergni neurony). V soucasné dobé jsou u nas
pouzivany 3 typy inhibitorii cholinesteras — rivastigmin, galantamin a donepezil.

U tézkych stavli nemoci je pouzivani 1éCiv z této skupiny sporny. Naopak byl
prokazan ucinek blokatoru ionotropnich receptori excitacnich aminokyselin
memantinu.

S inhibitory cholinesteras jsou v bézné praxi kombinovany dalsi skupiny
latek: scavengery volnych kyslikovych radikald, nootropika, extractum ginkgo biloba
EGb761, inhibitory monoaminooxidasy typu B, nesteroidni antirevmatika
prochazejici HEB, prekurzory nervovych rastovych hormonti,

dehydroepiandrosteron, u postklimatickych Zen estrogenni substituce atd. [101].

Nekognitivni farmakoterapie

Tato terapie pusobi proti behaviordlnim a psychologickym piiznakim

demence. Radime sem 1é¢iva ze skupiny antipsychotik, antidepresiv, hypnotik.

Perspektivni farmakoterapeutické pfistupy (zatim nepouzivané)

Vroce 2002 byla u mysi, kterym byl do jejich genetického materialu
implantovan zmutovany lidsky gen z 21. chromosomu, provedena vakcinace lidskym
B-amyloidem. U dospé€lych mysi, kde jiz byla depozita f-amyloidu vytvoifena, doslo
k rozpusténi, u mladat, kde vytvofen nebyl, vedla vakcinace k tomu, ze se ani
se zda byt imunizace monoklonalnimi protildtkami proti B-amyloidu. V neddvné
minulosti byl publikovan ¢lanek v prestiznim Casopise Nature, ve kterém autoii [102]
popsali monoklondlni protildtku aducanumab, jez byla béhem klinickych studii
aplikovana intravendzné pacientim s Alzheimerovou chorobou. Vysledkem byla

redukce B-amyloidu (Obr. 17) v zavislosti na Case a davce aducanumabu.
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Obr. 17: redukce senilnich plakii, zobrazeno pomoci pozitronové emisni tomografie;

vlevo pocatek 1écby, vpravo stav v 54 tydnu [102].

Nicméné vyzkum Uc¢inku vakcinace stale probihd, o ¢emz svédci 1 vysledky
prvni klinické studie tymu Petra Novaka [103], ktery pouzil vakcinu AADvacl, jenz
se ukazuje byt bezpecnou lécbou tau proteinem (G¢innost se bude testovat v dalSich
fazich studie). Dalsi perspektivni moznosti je syntéza latek blokujici ptisobeni - a y-
sekretas. Jako nadéjné se ukazuje uZiti antidiabetika rosiglitazonu. Otazka genovych
manipulaci je rovnéz zkoumana jako jedna zmoZnosti, konkrétné¢ nahrada
zmutovaného genu spravnym genem pomoci nosi¢il na principu viru, nebo blokada
ribonukleovych kyselin pfendsejicich patologickou informaci. Jinou nadé&jnou
metodou je pouZiti nékterych protektivnich peptidili, analogu peptidu humaninu, jenz
snizuje toxicitu B-amyloidu, dale pak implantace lidskych kmenovych bunék
do mozku postizenych AN, zde véda nardazi na eticky problém s vyuzitim

embryondlnich kmenovych bunék ([99], [104]).
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4. Experimentalni ¢ast a vysledky

4.1. Potieby
4.1.1. Rozpoustédla a chemikalie

Rozpoustédla

Ethanol (EtOH) (Penta)
Chloroform (CHCI;) (Penta)
Voda supercista (voda)

Chemikalie

Acetylthiocholin jodid (Sigma-Adrich)

2,2"-azinobis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina) (ABTS) (Sigma-
Adrich)

Butyrylthiocholin jodid (Sigma-Adrich)
5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina (DTNB) (Sigma-Adrich)
Dusi¢nan bismutity zasadity (Sigma-Adrich)

Folin-Ciocalteu ¢inidlo (F-C ¢inidlo) (Sigma-Adrich)

Fosfatovy pufr pH 7.4 (chemikalie pro ptipravu pufru: dihydrat
dihydrogenfosforecnanu sodného, p.a. (Lachema); dodekahydrat
hydrogenfosfrecnanu disodného, p.a. (Lachema)

Galantamin hydrobromid (Changsha Organic Haerb Inc., China)
Huperzin A (TAZHONGHUI - Tai an zhonghui Plant Biochemical Co.,
Ltd.,China)

Jodid draselny (Sigma-Adrich)

Kyselina askorbova (Sigma-Adrich)

Kyselina gallova (Sigma-Adrich)

Kyselina vinna (Sigma-Adrich)

Persulfat draselny (Sigma-Adrich)

Skulerin (izolovano na katedte farmaceutické botaniky a ekologie)
Trolox (Sigma-Adrich)

Uhli¢itan sodny (Sigma-Adrich)

4.1.2. Pristrojové vybaveni

- Pocitacové€ tizeny (pomoci programu FIAlab for Windows 5.0) FIAlab 3000
analyzator (FIAlab Instruments Inc., Bellevue, WA, USA) opatieny pistovym
Cerpadlem o objemu 2,5 ml, Sesticestnym selekénim ventilem, USB2000-

UV/VIS spektrofotometrem s halogenovou lampou LS-1 (Ocean Optics, USA)
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a prutokovou detekéni celou SMA-Z s optickou délkou 1 cm; objem misici
civky je 0,6 ml a spojovaci teflonové hadicky (PTFE; Watrex, Prague, Czech
Rep.) maji pramér 0,72 mm.

- Spektrofotometr Shimatzu UV-1611 (Shimatzu, Columbia, Maryland, USA).

- Ultrazvukova lazen SONOREX Super 10P (Bandelin, Némecko).

- Vakuova odparka Rotavapor R-114 a vodni lazen Waterbath B-480 (Biichi,
Svycarsko).

4.1.3. Detekéni Cinidlo
Dragendorffovo ¢inidlo podle Muniera
Roztok A: 1,7 g zésaditého dusi¢nanu bismutit¢ého a 20 g kyseliny vinné bylo
rozpusténo v 80 ml destilované vody.
Roztok B: 16 g jodidu draselného bylo rozpusténo ve 40 ml destilované vody.
Zasobni roztok byl pfipraven smichanim roztoku A a B v poméru 1:1 (v/v),
jenz muze byt v lednici uchovavan nékolik mésica.
Detekéni roztok byl pfipraven rozpusténim 10 g kyseliny vinné v 50 ml destilované
vody a pfidanim 5 ml zésobniho roztoku. Alkaloidy byly po reakci s detekénim

¢inidlem zbarveny oranzové [105].

4.1.4. Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii
S1 : toluen + chloroform + ethanol (95%) + diethylamin = 70 + 20 + 10 + 4 (v ml)
S2 : toluen + aceton + ethanol (95%) + hydroxid amonny =40 + 40 + 6 + 2
S3 : chloroform+ ethanol (95%) +diethylamin = 80 + 12,5 + 7,5
S4 : aceton + diethylamin = 90 + 10

4.1.5. Chromatograficky adsorbent
TLC oxid hlinity 60 F,s4, neutralni (Merck, Némecko)
TLC silikagel 60 F»s4 (Merck, Némecko)

4.1.6. Testované druhy hub

V této praci byly zpracovany extrakty z Agrocybe molesta, Agrocybe

preacox, Dermocybe cinnamomeobadia, Dermocybe semisanquinea, Dermocybe
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sapineus, Inocybe erubescens, Inocybe fastigiata, Inocybe fraudans, Inocybe
geophylla, Mycena epipterygia, Mycena galericulata, Mycena pura, Mycena rosea,

Mycena tintinnabulum a Rozites caperata.

4.2. Metody
4.2.1. Postup pripravy houbovych extraktu

Navazeny ocistény vzorek plodnice houby (max. 15g) byl po rozmixovani
extrahovan 70% ethanolem (pomér houby v (g) k 70% EtOH v (ml), jenz musi
byt minimaln¢ 80 ml, je 1 : 15). Extrakce probihala sonikaci v ultrazvukové lazni
pii teploté 22 °C, intenzité 10, po dobu 30 minut. Filtraci byl oddélen pevny podil
od extraktu. Pevny podil byl jesté¢ poté promyt tfikrat 10 ml 70 % EtOH a opét
zfiltrovan. Filtrat byl dale odpaten na vakuové rotacni odparce za snizeného tlaku pfti
teploté 50 °C az do veskerého odstranéni rozpoustédla. K zahusténému extraktu bylo
ptilito 10 ml supercisté vody a poté byl roztok zfiltrovan ptes kiemelinu na filtracnim
tubusu za snizeného tlaku do 100 ml banky. Filtra¢ni vrstva byla jest¢ promyta tikrat
5 ml super€isté vody. Z extraktu byla ¢astecné odpafena voda za pomoci rotacni
odparky az do vzniknuti medové konzistence. Nasledn¢ byl extrakt dobfe uzavien
auschovan v lednici. Poté probéhla lyofilizace. Lyofilizat byl umistén pies noc
do exsikatoru nad silikagel, kde doSlo k odstranéni zbytkové vody. Nasledovalo
pfeplnéni extraktu do vzduchotésné penicilinky, pfevrstveni argonem a uzavieni.
Takto piipravené extrakty byly uschovany v mrazni¢ce a staly se vychozim
materidlem pro fadu stanoveni. (pro veSkeré analyzy této prace byly pouzity houbové
extrakty, které byly pfipraveny v rdmci piedeSlych diplomovych praci a dizerta¢ni
prace Ing. Katefiny Macdkové, Ph. D. na katedfe botaniky a ekologie farmaceutické

fakulty v Hradci Kralové).

4.3. Stanoveni antioxida¢ni aktivity ABTS testem s vyuzitim SIA
Metoda pro stanoveni antioxidac¢ni aktivity je zaloZena na odbarveni
zelenomodrého ABTS™ radikalu antioxidantem. Tvorba ABTS™ radikalu se stala
zakladem jedné ze spektrofotomotrickych metod pro meéfeni antioxidacni aktivity

roztokil &istych latek, vodnych smési a tekutin obecné&. Princip tvorby ABTS™
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radikdlu  spoc¢ivda v oxidaci 2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonové
kyseliny) persulfaitem draselnym. Pfitomnosti antioxidantu v tekuting, ktery se stava
donorem vodiku, dochazi k redukci radikalu a jeho soucasnému odbarveni, jak jiz
bylo zminéno. Mira redukce zévisi na koncentraci antioxidantu, dob¢ trvani reakce
a samotné antioxidacni aktivité testované latky. Pfi testovani antioxidacni aktivity
se sleduje pokles absorbance, ¢ili redukce ABTS™ radikalu, v charakteristickych
vlnovych délkach. Jinymi slovy, ¢im vysSi je antioxidacni aktivita, tim veEtsi
je redukce ABTS™ radikalu a vétsi pokles absorbance. V ptivodni studii [106] byla
testovana absorbance v riznych vinovych délkach stim, ze byla zjist€éna (mimo
bézné pouzivané maximum 415 nm) maxima pfi vinové délce 645 nm, 734 nm a 815
nm. Z poslednich tfi uvedenych maxim byla nejvétsi absorbance pii 734 nm
(viz Obr. 18). Metoda je aplikovatelnd pro antioxidanty, které jsou rozpustné
jak ve vodg, tak v tucich, dale pro Cisté latky a extrakty.
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Obr. 18: Maxima absorbance dle [106].

4.3.1. Sekvenc¢ni injekéni analyza (SIA)
Jak uvadi [107], tak pocitacové fizeny systém sekvencni injekéni analyzy
(SIA) vybaveny spektrofotometrickym diodovym detektorem je pouZzit pro rychly

monitoring a hodnoceni antioxida¢nich u¢inka (¢i schopnosti vyplavovat radikaly)
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biologickych  vzorkli. S optimalizovanou  SIA  procedurou lze detekovat
az mikromolarni koncentrace modelovych antioxidanti jako kyselina askorbova,
kavova, (+) katechin, (—) epikatechin a rutin; a lze hodnotit koncentrace téchto
antioxidantli v rozsahu mikromolt az milimolt. Takto Ize zpracovat az 45 vzorki za
hodinu. Diky své rychlosti a citlivosti je SIA metoda vhodna pro vykonavani
rutinnich testll (screeningll) pfitomnosti riznych antioxidantli ve velkych sériich
lyofilizovanych bylinnych nebo houbovych extraktii (mnozstvi vzorku nutné pro

analyzu je n¢kolik miligramt).

4.3.2. Princip metody SIA

Analyt obsazeny v roztoku vzorku je pfeveden na detekovatelny produkt.
Produkt je ziskdn smisenim vzorku a ¢inidla a jejich néslednou chemickou reakci
v toku nosného proudu. S vyuzitim Sesticestného ventilu a pistového cerpadla
jenejprve aspirovana zona nosného proudu, poté zona vzorku, zdéna cCinidla
anakonec opét zona nosného proudu. Po aspiraci vSech zoén je pohyb cerpadla
obracen a dochdzi k promiseni vzorku s cinidlem. Reakéni produkt je unaSen
do pritokového detektoru s diodovym polem a je méfena absorbance tohoto
produktu. Odezva detektoru mé podobu tzv. piki (lokalnich maxim grafu detektoru).
Soucasti SIA systému je mikroprocesor (PC) s programovym vybavenim, ktery fidi
jednotlivé kroky cyklu, sbird a vyhodnocuje vystupni data. Schematicky je vyse
popsany princip zndzornén na Obr. 19. Optimalni teplota provadéni SIA experimentil
je 22 £ 1 °C. Doporucuje se provadét méteni trikrat (u nékterych vzorka je vhodné

provést 1 10 méfeni). Optimalni hodnota pH pro méteni SIA je 5 [107].
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Obr. 19 — schéma zapojeni systému SIA.

4.3.3. Pristrojova technika SIA
Veskeré SIA experimenty byly provadény pomoci pocitace kontrolovaného
analyzéru FIAlab 3000 (s podporou operacniho systému Windows®) vybaveného
pistovym cCerpadlem sobjemem 2,5 ml, Sesticestnym selekénim ventilem,
spektrofotometrem USB2000-UV/VIS se zdrojem svétla LS-1, pritokovou detekéni
celou SMA-Z a misici civkou [107].

4.3.4. Postup prace

Pro ziskani roztoku ABTS™ radikalu bylo nutné piidat roztok persulfatu
draseln¢ho (K,S,;0s) v koncentraci 2,4 mM k roztoku ABTS (2,2°-Azinobis (3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)), ktery byl o koncentraci 7 mM. Smés
byla ponechana pii pokojové teploté a béhem noci doslo k vytvoreni ABTS™
radikdlu. Nasledné bylo odpipetovano 500 pl do mikrozkumavky a uloZeno
v mrazni¢ce. Jako rozpoustédlo pro ptipravu vzorkt byl pouzit 50% EtOH, stejné tak
byl vyuzity jako slepy vzorek a nosny proud v systému. Piedtim nez mohlo zacit
samotné¢ mereni, bylo nutné zméfit hodnotu poklesu absorbance (hodnota by méla
byt piiblizné 0,7 + 0,02) u slepého vzorku. Nasledovalo méfeni standardu (trolox)

postupné po setinach v koncentracich od 0,01 az do 0,06 mM. Z hodnot zavislosti
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procentudlniho poklesu absorbance na koncentraci troloxu byla sestrojena piimka
linearni regrese o urcitém sklonu pomoci programu GraphPad Prism 5.02
(R? > 0.98). Na zavér byly méfeny vzorky houbovych extraktii, aby jejich aktivita
byla piiblizn€ 20-80%. Pfedtim neZ byly sestrojeny kiivky zavislosti aktivity vzorku
na koncentraci jednotlivych vzorkl, bylo potfeba tyto vzorky odvzdus$nit
v ultrazvukové ldzni. VeSkerd méfeni byla provedena ve tfech opakovanich
a absorbance byla métfena pfi vinové délce 734 nm.
Antioxidac¢ni aktivita vzorka byla vyjadiena pomoci vztahu:
TEAC = sklon primky vzorku / sklon primky troloxu

Pro srovnani byla zmétena antioxidacni aktivita kyseliny askorbové.

4.4. Stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek
Obsah celkového mnozstvi fenolickych latek v etanolovych extraktech hub
byla stanovena pomoci Folin-Ciocalteu metody [108]. Principem metody je ptidani
F-C ¢inidla spole¢né s uhli¢itanem sodnym ke stanovovanym extraktim za vzniku
modrého zbarveni. U takto vzniklého produktu je meéfena absorbance pomoci
spektrofotometru pfi vinové délce 765 nm. S narstajici koncentraci fenolickych
latek ve stanovovanych extraktech roste také absorbance. Celkovy obsah fenolickych

latek vzorku se porovnédva se standardem kyseliny gallové.

4.4.1. Postup

Nejprve byla naméfena kalibra¢ni kiivka. Pro jeji pfipravu bylo potieba
smichat 0,25ml ethanolového roztoku kyseliny gallové (v koncentracich 0,025-
0,25 mg/ml) s 1,25 ml F-C ¢inidla a 1 ml 7,5% uhli¢itanu sodného.

Mnozstvi fenolickych latek bylo odecteno z kalibracni kiivky pomoci
UV Probe programu a vyjadiuje se jako ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové
na mg extraktu (GAE/mg). Absorbance byla stanovena po 30 minutach za pokojové
teploty a pfi vinové délce 764 nm (spektrofotometr Shimadzu UV-1601, software
UV Probe).

Se stejnym reagentem bylo smichdno 0,25 ml ethanolového houbového
extraktu (1 mg/ml) a absorbance byla métena opét po 30 minutich za pokojové

teploty pii vlnové délce 765 nm. Méfeni byla provedena ve tiech opakovénich.
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Celkovy obsah fenolickych latek byl stanoven z kalibraéni kiivky pomoci softwaru

UV Probe a vyjadieno jako ekvivalent kyseliny gallové na 1 mg extraktu.

4.5. Diikaz pritomnosti alkaloidii pomoci TLC
Vzorky byly pfipraveny rozpusSténim 20 mg lyofilizatu v 1 ml rozpoustédla
(50% EtOH). Tenkovrstva chromatografie byla provaddéna vzestupnym zplisobem

v chromatografickych komorach sycenych jednu hodinu parami elu¢nich soustav.

4.5.1. Faktické udaje

Adsorbent: TLC oxid hlinity 60 F;s4, neutralni (Merck, Némecko) a TLC silikagel

60 Fs4 (Merck, Némecko).

Draha: 80 mm

Soustavy: SI : toluen + chloroform + ethanol (95%) + diethylamin = 70 + 20 + 10
+ 4 (v ml)
S2: toluen + aceton + ethanol (95%) + hydroxid amonny = 40 + 40 + 6
+2
S3: chloroform + ethanol (95%) +diethylamin = 80 + 12,5 + 7,5
S4 : aceton + diethylamin =90 + 10

Standard: Skulerin

Drahy jednotlivych vzorku hub: 1 — 16 (Tab. 2)

Detekéni €inidlo: Dragendorffovo ¢inidlo podle Muniera
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Tab. 2: Piehled znaceni jednotlivych zkoumanych druhi.

Cislo vzorku u TLC Oznaéeni vzorku Druh
1 FO011-04 Agrocybe molesta (Lasch) Sing.
2 F004-01 Agrocybe praecox (Pers.:Fr.)
3 F051-04 Dermocybe cinnamomeobadia (R.Hry.) Mos.
4 F098-01 Dermocybe semisanguinea (R.Hry.) Mos.
5 F187-02 Gymnopilus sapineus (Fr.)R.Maire
6 F053-01 Inocybe erubescens Blytt
7 F049-03 Inocybe fastigiata (Schaeff..Ex.Fr.) Quél.
8 F178-02 Inocybe fraudans (Britz.)Sacc.
9 F034-04 Inocybe geophylla (Fr.:Fr.)Kummer
10 F125-01 Mycena epipterygia (Scop) Fr.
11 F119-01 Mycena galericulata (Scop)Fr.
12 F183-02 Mycena galericulata (Scop)Fr.
13 F198-02 Mycena pura (Pers.:Fr.)
14 F108-01 Mycena rosea (Bull.)
15 F122-01 Mycena tintinnabulum (Fr.) Quél.
16 F056-03 Rozites caperata (Pers.Ex.Fr.) P. Karst.

4.6. Stanoveni inhibice AChE a BuChE

Pro stanoveni inhibicni aktivity sledovanych houbovych extraktii byla pouzita
Ellmanova kolorometrickd metoda [109] s pouzitim 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoové
kyseliny (DTNB) modifikovand podle [110]. Jako substraty se pouzivaji estery
thiocholinu, jenz jsou cholinesterasami $tépeny na thiocholin a danou kyselinu.
Stanovuje se SH- skupina thiocholinu, kterd se navdze na DTNB, za vzniku Zluté
zbarveného produktu. Vysledny produkt se stanovuje spektrofotometricky pii vinové
délce 436 nm. Sleduje se nartist absorbance za 1 minutu. Vyhoda této metody tkvi

v jeji jednoduchosti, vysoke citlivosti a specifité reakce.

4.6.1. Material
- zdroj acetylcholinesterasy — pouzdra lidskych erytrocytii
- zdroj butyrylcholinesterasy — lidska plazma

4.6.2. Pristrojové vybaveni

- Spektrofotometr Shimatzu UV-1611 (Shimatzu, Columbia, Maryland,
USA).
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4.6.3. Priprava lidskych erytrocytarnich pouzder a plazmy

Nejprve bylo nutné k Cerstvé odebrané lidské krvi pfidat 1 ml citratu sodného
(zabranuje jeji koagulaci) na 10 ml krve podle upravené metody dle [111]. Nasledné
byla lidskd krev centrifugovana pii rychlosti 4 000 ot./min. za pomoci pfistroje
Boeco U-32R srotorem Hettich 1611. Odstfedéna plazma byla rozplnéna
do mikrozkumavek, zatimco erytrocyty byly piemistény do 50 ml zkumavek a tiikrat
promyty SmM fosfatovym pufrem (pH 7,4) se 150 mM chloridu sodného. Opét byl
vzorek 10 minut centrifugovan rychlosti 12 000 ot./min. pfistrojem Avanti J-301,
rotor JA-30.50. O¢isténé erytrocyty byly smichany se 40 ml 5SmM fosfatového pufru
(pH 7,4). Vznikly roztok byl néasledné¢ michan 10 minut, ¢imz doSlo k rozpadu
erytrocytl. Poté byly Cervené krvinky centrifugovany rychlosti 20 000 ot./min.
Vznikla erytrocytdrni pouzdra byla tfikrat promyta fosfatovym pufrem.

4.6.4. Postup

Nejprve byl ptipraven slepy vzorek. Do kyvety bylo postupné ptiddvano 10-
25 ul lidskych erytrocytarnich pouzder nebo plazmy, 200 pl 5,5'-dithiobis-2-
nitrobenzoové kyseliny (DTNB), 25 pul 50 % ethanolu a dale pak doplnéno na objem
900 ul 0,1 M fosfatovym pufrem (pH 7,4). K takto pfipravenému vzorku bylo
priddno 100 pl substratu (acetylthiocholin jodid nebo butyrylthiocholin jodid).
NarGst absorbance byl méfen pii vinové délce 436 nm. Méfeni bylo provedeno
ve ttech opakovanich. Pro vypocet nariistu absorbance byla pouzita primérna
hodnota. Nasledovala ptiprava vzorkli. Do kyvety bylo postupné pridavano 10-25 ul
lidskych erytrocytarnich pouzder nebo plazmy, 200 pl 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoové
kyseliny (DTNB), 25 pl méfeného vzorku v rGznych koncentracich a doplnéno
na objem 900 pl 0,1 M fosfatovym pufrem (7,4 pH). Stejné€ jako u ptipravy slepého
vzorku bylo na zavér pfiddno 100 pl substratu (acetylthiocholin jodid nebo
butyrylthiocholin jodid). Narist absorbance byl méfen pii vinové délce 436 nm.
Me¢fteni bylo provedeno ve tfech opakovéanich.

Vypocet poklesu AA probéhl podle vztahu:

% pokles A4 = 100 — (AAs4/ AAp, ¥100)
kde AAga - narist absorbance za 1 minutu u testovaného vzorku, AAg; —

nariist absorbance za 1 minutu u slepého vzorku.
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Z vypocitanych hodnot byla pomoci statistického programu GraphPad
sestrojena kfivka, ze které¢ byla odectena hodnota ICsy (inhibi¢ni aktivita). Ziskané
vysledky byly porovnany s hodnotami ICsy standardi galantaminu a huperzinu A

(jedna se o alkaloidy se znamou inhibi¢ni aktivitou viic¢i lidské AChE a BuChE).

- galantamin: ICso HuAChE = 2,59 + 0,15 pg/ml
ICso HuBuChE = 58,02 + 2,34 pg/ml
- huperzin A: ICso HUAChE = 0,061 = 0,01 pg/ml

ICso HuBuChE > 500 pg/ml
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5. Vysledky

5.1. Vyhodnoceni antioxidac¢ni aktivity houbovych extrakti
Vyhodnoceni antioxida¢ni aktivity houbovych extrakti (Tab. 3)
bylo provedeno pomoci srovnani s antioxidacni kapacitou ekvivalentu troloxu (TE

mM) dle vztahu uvedeného v kapitole 4.3.

Tab. 3: Hodnoty antioxidacnich aktivit u sledovanych taxon.

vzorek TE mM
F004-01 0,081
F053-01 0,042
F098-01 0,125
F108-01 0,053
F119-01 0,046
F122-01 0,047
F125-01 0,030
F178-02 0,203
F183-02 0,055
F187-02 0,067
F198-02 0,060
F049-03 0,054
F056-03 0,052
FO11-04 0,030
F034-04 0,078
F051-04 0,064
kys. askorbova 4,999
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5.2. Vysledky stanoveni celkového obsahu fenolickych latek
Celkovy obsah fenolickych latek testovanych houbovych extraktt (Tab. 4)
byl stanoven pomoci srovnani se standardem kyseliny gallové. Jednotky vyjadiuji

ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové na miligram extraktu.

Tab. 4: Celkovy obsah fenolickych latek.

vzorek pgGA/mg ext
F004-01 20,89 + 0,81
F053-01 17,44 + 0,09
F098-01 28,18 + 3,69
F108-01 18,4 +0,25
F119-01 20,07 £0,36
F122-01 18,57+ 0,51
F125-01 14,98 + 3,1
F178-02 40,28 + 3,73
F183-02 15,5+0,3
F187-02 19,15+ 0,66
F198-02 17,87 +£0,38
F049-03 17,87 0,89
F056-03 17,87 £0,25
FO11-04 18,57 0,74
F034-04 21,12+ 0,3
F051-04 17,24 + 0,33
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5.3. Vyhodnoceni reakci pro detekci na alkaloidy
Detekce na alkaloidy byla u testovanych druhi hub provedena pomoci
metody TLC. Na Obr. 20 jsou reakce vzorkli hub (A) a standardu skulerinu (B)
s detek¢nim ¢inidlem popsanym v kapitole 4.1.3. Numericky jsou vysledky

znazornény v Tab. 5.

B. .

S S —

Obr. 20: Detekce pritomnosti alkaloidd (A), reakce standardu skulerinu (B).

Tab. 5: Pozitivni reakce na detekci u sledovanych taxoni.

Cislo vzorku u TLC Druh Detekce na alkaloidy
1 Agrocybe molesta (Lasch) Sing. STO,0
2 Agrocybe praecox (Pers.:Fr.) STO,0
3 Dermocybe cinnamomeobadia (R.Hry.) Mos. STO,0
4 Dermocybe semisanguinea (R.Hry.) Mos. STO,0
5 Gymnopilus sapineus (Fr.)R.Maire STO,0
6 Inocybe erubescens Blytt STO,0
7 Inocybe fastigiata (Schaeff.:Ex.Fr.) Quél. STO,0
8 Inocybe fraudans (Britz.)Sacc. STO,0
9 Inocybe geophylla (Fr..:Fr.)Kummer STO,0
10 Mycena epipterygia (Scop) Fr. STO,0
11 Mpycena galericulata (Scop)Fr. STO,0
12 Mpycena galericulata (Scop)Fr. STO,0
13 Mycena pura (Pers.:Fr.) STO,0
14 Mycena rosea (Bull.) STO,0
15 Mpycena tintinnabulum (Fr.) Quél. STO,0
16 Rozites caperata (Pers.Ex.Fr.) P. Karst. STO,0
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5.4. Vysledky stanoveni inhibi¢ni aktivity houbovych extrakti vici
erytrocytarni AChE a sérové BuChE

V tabulce 6 jsou vysledky procentualniho poklesu nartistu absorbance

dle vztahu v kapitole 4.6.4. Z vypocitanych hodnot poklesu absorbance

byla sestrojena kiivka, ze které byla odectena hodnota ICs.

Tab. 6: Vysledky cholinesterasové inhibi¢ni aktivity.

AChE BuChE
vzorek e C g
ICso pg/ml % inhibice ¢=500 pg/ml  ICso pg/ml % inhibice ¢=500 pg/ml

F004-01 >500 2545+232 >500 23,56 £ 1,63
F053-01 >500 358+1,07 >500 19,27 + 0,92
F098-01 >500 23,5+1,72 >500 17,46 + 1,88
F108-01 515,7 46,39 £ 0,6 >500 13,64 + 0,79
F119-01 487,3 51,85+ 0 >500 27,31 +£0,54
F122-01 >500 19,64 £ 1,79 >500 28,1 £1,41
F125-01 >500 13,54+ 0 >500 895+1,74
F178-02 >500 13,87+ 1,19 >500 --
F183-02 >500 9,88 £1,75 >500 11,75+ 1,84
F187-02 >500 40,61 £ 1,24 >500 33,94 +0,92
F198-02 >500 12,85+ 2,48 >500 15,14 + 1,63
F049-03 >500 9,66 £ 1,57 >500 --
F056-03 >500 12,39+ 0,6 >500 11,84 +2,66
FO11-04 >500 15,85+ 0,73 >500 25,86 + 1,86
F034-04 >500 7,42 £1,63 >500 10,23 + 0,87
F051-04 >500 23,18+ 2,8 >500 25,63 £2.,16
galantamin 2,59 + 0,15 -- 58,02 £2,34 --
huperzin A 0,061 + 0,01 - - > 500 - -
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6. Diskuze

Cilem této rigordzni prace bylo detekovat druhy hub, které vykazuji vyraznou
antioxidacni aktivitu a zjistit jeji moznou souvislost s obsahem fenolickych latek.
Dale pak zjisténi taxonti hub vykazujici inhibi¢ni aktivitu vici erytrocytarni AChE
asérové BuChE. Jelikoz jsou vétSinou s inhibi¢ni aktivitou spojeny alkaloidy,
byla provedena detekce na pfitomnost téchto latek s vyuzitim TLC. Tato prace
je soucasti fytochemického vyzkumu vysSich hub probihajiciho na Katedie
farmaceutické botaniky a ekologie v Hradci Krélové.

Testovanym materidlem v této rigorézni praci byly ethanolové extrakty
ziskané z plodnic vysSich hub. Tyto extrakty byly pfipraveny jiz dfive v rdmci
diplomovych praci na Katedfe botaniky a ekologie. Postup ptipravy viz Kapitola 4.

K vyhodnoceni ethanolovych extrakti hub byla provedena tenkovrstva
chromatografie, ktera probihala vzestupnym zplisobem v piedem nasycenych
komoréch. Nejprve byl pouzit adsorbent oxid hlinity 60 F,s4 s vyvijeci soustavou
toluen + chloroform + ethanol + diethylamin (70 + 20 + 10 + 4 ml). Jelikoz vSechny
vzorky zlstaly na startu, byla pouzita jind soustava o slozeni toluen + aceton +
ethanol + hydroxid amonny (40 + 40 + 6 + 2 ml) za pouziti silikagelu 60 Fs4 jako
adsorbentu  (pouzit 1ivdalSich detekcich jako adsorbent). Po naneseni
Dragendorffova cinidla doSlo k pozitivni reakci na startu u vzorkd Dermocybe
semisanguinea a Inocybe fraudans. V domnéni, Ze by se mohlo jednat o tripeptid
(vice polarnich skupin) byla pouzita jesté polarnéjSi vyvijeci soustava o slozeni
chloroform + ethanol + diethylamin (80 + 12,5 + 7,5 ml). Ani tato soustava nebyla
vyhovujici a posledni pouzitou soustavou se tak stala smés aceton + diethylamin (90
+ 10). Bohuzel ani vtomto ptfipadé¢ nedoSlo k pozitivni reakci (nejednd se ani
o kvarterni amoniové¢ alkaloidy).

Ani u jednoho z testovanych extraktd hub nedoSlo ke zjisténi piitomnosti
alkaloidt (Tab. 5), ackoliv vybér testovanych vzorkii byl zaloZen na ptedpokladu
jejich mozného vyskytu. V poslednich letech totiz byly alkaloidy prokazany
u nékterych ptribuznych rodt (typicky Cortinarius sp.) a druh (napt. Agrocybe
cylindracea, Inocybe aeruginascens, Mycena sanguinolenta) v praci testovanych

vzorkl hub. U rodu Cortinarius sp. byly v minulosti zji$tény alkaloidy s vyznamnou
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aktivitou vii¢i AChE. Konkrétné se jednalo o druh C. infractus s obsahem alkaloidu
infractopicrinu [34] a druh C. brumneus s obsahovou latkou brunnein A [32].
Bohuzel ani tuto biologickou aktivitu se v této praci nepodatfilo prokdzat, i kdyz
testované druhy byly pfibuzné rodu Cortinarius.

Pro stanoveni inhibi¢ni aktivity vici erytrocytarni AChE a sérové BuChE
byla pouzita Ellmanova spektrofotometrickd metoda s pouzitim 5,5'-dithiobis-2-
nitrobenzoové kyseliny (DTNB) modifikovana podle [110]. Metoda je zalozena
na Stépeni esteru thiocholinu cholinesterasami na thiocholin a pfislusnou kyselinu.
Stanovuje se SH- skupina thiocholinu, ktera se navaze na DTNB, za vzniku zluté
zbarveného produktu. Vysledny produkt se stanovuje spektrofotometricky.

Nejvyssi procentudlni pokles narGistu absorbance, a tim nejvyssi inhibicni
aktivitu vici erytrocytarni AChE, ze vSech testovanych extraktl vykazoval vzorek
Mycena galericulata s hodnotou 51,85 + 0, odectend hodnota ICs Cinila 487,3 pg/ml.
Nejvyssi aktivitu vici sérové BuChE vykazoval vzorek Gymnopilus sapineus
s hodnotami 33,94 + 0,92 (procentudlni pokles nariistu absorbance), ICso > 500
pg/ml.  Vporovnani s hodnotami ICsy znadmych inhibitorG cholinesteras
galantaminem a huperzinem A (galantamin: ICso HuAChE = 2,59 + 0,15 pg/ml, ICsg
HuBuChE = 58,02 + 2,34 pg/ml, huperzin A: ICso HuUAChE = 0,061 £+ 0,01 pg/ml,
ICso HuBuChE > 500 pg/ml), je inhibi¢ni aktivita obou zminovanych vzorka
zanedbatelnd. To potvrzuje 1 srovnani sdfive detekovanym alkaloidem
infractopicrinem z C. infractus, jehoz inhibi¢ni aktivita viici AChE dle [34] je ICsg
AChE=9,72 £ 0,19 pg/ml.

Z existujiciho predpokladu, ze mnozstvi fenolickych latek mize zodpovidat
za antioxida¢ni aktivitu, byl stanoven celkovy obsah téchto latek v houbovych
extraktech za pomoci Folin-Ciocalteu metody. Ze vSech testovanych extrakti
obsahoval nejvyss§i mnozstvi fenolickych latek vzorek Inocybe fraudans (40,28 +
3,73 ugGA/mg ext.), druhy byl vzorek Dermocybe semisanguinea (28,18 + 3,69
pgGA/mg ext.). Béhem poslednich let bylo u rodd, ze kterych vychdzely testované
druhy, zjiStén vyznamny obsah fenolickych latek (napt. [40], [47]). Napiiklad
1v pripad¢ testovaného vzorku Dermocybe semisanguinea, ve které bylo izolovano
neékolik druht antrachinoni — emodin, dermoglaucim, dermocybin, endokrocin,

dermolutein a dermorubin [45]. Nicméné¢ i pies tento fakt nebyl u testovaného vzorku
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tohoto konkrétniho druhu prokézan signifikantni obsah fenolickych latek. Vycet
dalsich pro tuto praci zjisténych druhti, u nichz byly prokdzany fenolické latky, je
uveden v Tab. 1. Pro Gplnost byly testovany vSechny vzorky s pfedpokladem, ze by
mohlo dojit k nalezeni latky s vyraznou antioxidacni aktivitou. Dfive zjisténé
antioxidacn¢ aktivni latky jsou uvedeny v kapitole 3.2.7.

Pro stanoveni antioxidac¢ni aktivity byl pouzit ABTS test s vyuzitim SIA.
Metoda je zaloZena na odbarveni zelenomodrého ABTS™ radikalu antioxidantem.
Vysledny produkt se stanovuje spektrofotometricky. Sekvencni injekéni analyza
je vhodna pro testovani velkych sérii lyofilizovanych extrakti. Vyhodou této analyzy
je rychlost a vysoka citlivost.

Nejvyssi antioxidacni aktivitu vykazoval extrakt Inocybe fraudans (TE mM
= 0,203), druhym nejaktivnéjSim vzorkem byl Dermocybe semisanguinea (TE mM =
0,125). V porovnani se standardem kyselinou askorbovou (TE mM = 4,999) se jedna
o zanedbatelné hodnoty. Testované extrakty hub tak nejsou vhodnym zdrojem
antioxidacnich latek.

Béhem testovani byla zaznamendna zavislost antioxidacni aktivity
na mnozstvi fenolickych latek (Inocybe fraudans a Dermocybe semisanguinea jsou
druhy s nejvyssim obsahem fenolickych latek a soucasné s nejvyssi antioxidacni
aktivitou v ramci testovanych vzorki), coz je zndzornéno na Obr. 21.
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Obr. 21: Zavislost antioxidac¢ni aktivity s mnozstvim fenolickych latek v testovanych

vzorcich.
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7. Zavér

Cilem této rigordzni prace bylo stanoveni celkového mnozstvi fenolickych
latek v houbovych extraktech s vyuzitim Folin-Ciocalteu ¢inidla. DalSim cilem bylo
kvantifikovat antioxidacni aktivitu vodné-ethanolovych extrakti hub pomoci testu
zalozeného naredukci (odbarveni) ABTS™ radikalu antioxidantem s vyuZitim
sekven¢ni injekcni analyzy (SIA). Dale pak si tato prace kladla za cil zjisténi
ptitomnosti alkaloidi v extraktech hub pomoci tenkovrstvé chromatografie
a v neposledni fad¢ se jednalo o kvantifikaci inhibi¢ni aktivity vodné-ethanolovych
houbovych extrakti vii¢i erytrocytarni AChE a sérové BuChE s vyuzitim Ellmanovy
spektrofotometrické metody.

Pro naplnéni cilti bylo pouzito celkem 15 rtiznych druhti houbovych extraktt
z ¢eledi Bolbitaceae, Cortinariaceac a Tricholomataceae. Béhem testovani byla
zaznamenana zavislost antioxidacni aktivity na mnozstvi fenolickych latek. Inocybe
fraudans a Dermocybe semisanguinea byly druhy s nejvyssim obsahem fenolickych
latek a soucasn¢ s nejvysSi antioxidacni aktivitou v ramci testovanych vzorki.
V porovnani s antioxida¢ni aktivitou standardu (kyselina askorbovd) se vsak jednalo
o zanedbatelné hodnoty, tudiz nelze testované druhy hub povazovat za vyznamné
zdroje antioxidacnich latek. Co se ty€e stanoveni pfitomnosti alkaloidti pomoci TLC,
nebyly tyto latky dekovany u zZadného z testovanych vzorki. Ani nasledné stanoveni
cholinesterasové inhibi¢ni aktivity nepfineslo objev vyznamného zdroje aktivni
substance inhibujici erytrocytairni AChE a sérové BuChE, jenZz by mohla pfispét
k 1é€bé Alzheimerovy choroby. Ze vSech testovanych druhli vykazoval nejvyssi
inhibi¢ni aktivitu vii€i erytrocytarni AChE extrakt Mycena galericulata, vici sérové
BuChE se jednalo o druh Gymnopilus sapineus. V porovnani s hodnotami
standartnich inhibitorti cholinesteras (galantaminem a huperzinem A) se vSak jednalo

o zanedbatelné hodnoty.
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V ramci této rigorozni prace bylo zpracovano 15 taxonti hub z Celedi
Bolbitaceae, Cortinariaceae a Tricholomataceae. U vSech houbovych extrakti byla
provedena detekce na ptitomnost alkaloidl s vyuzitim tenkovrstvé chromatografie.
Obsah alkaloidt nebyl detekovan u Zadného z testovanych druhti hub.

Vsechny houbové extrakty byly podrobeny stanoveni cholinesterasové
inhibi¢ni aktivity pomoci Ellmanovy spektrofotometrické metody za pouziti 5,5'-
dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB). Ze vSech testovanych druhii vykazoval
nejvyssi inhibicni aktivitu vici erytrocytarni AChE extrakt Mycena galericulata,
viaci sérové BuChE se jednalo o druh Gymnopilus sapineus. V porovnani
s hodnotami standartnich inhibitorti cholinesteras galantaminem a huperzinem A,
je inhibi¢ni aktivita obou vzorkl zanedbatelna.

Pro zjisténi mnozstvi fenolickych latek byla pouzita Folin-Ciocalteu metoda.
Ze vzorkl testovanych v této praci obsahoval nejvy$si mnozstvi fenolickych latek
vzorek Inocybe fraudans. Déle byla stanovena antioxidaéni aktivita ABTS (2,2'-
azinobis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)) testem s vyuzitim sekvenéni

injekéni analyzy (SIA). Nejvyssi aktivitu vykazoval extrakt Inocybe fraudans.
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In this thesis, altogether 15 fungal species from the families Bolbitaceae,
Cortinariaceac a Tricholomataceae were tested for their biological activities.
The extracts of all species were assessed for the alkaloid content with the use of thin-
layer chromatography (TLC). Significant content of alkaloid substances was not
detected in any of the tested mushroom species.

All fungal extracts were also tested for their cholinesterases inhibition activity
using Ellman’s spectrophotometric method with 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoic acid.
The highest inhibition activity against erythrocyte AChE was indicated in the case
of Mycena galericulata extract, and against serum BuChE in the case of Gymnopilus
sapineus. Nevertheless, in comparison with values of standard inhibitors
(galanthamine and huperzine A), the inhibition activity of both extracts was
negligible.

Finally, Folin-Ciocalteu’s method was applied to set an amount of phenolic
compounds in tested extract samples. From the results, the highest amount
of phenolic compounds was detected in [Inocybe fraudans fungus extract.
Furthermore, antioxidant activity was assessed by ABTS (2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) test with the use of sequential injection
analysis (SIA). It enabled to observe the highest activity in the case of Inocybe

fraundans.
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